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Povzetek 
Astrociti so poleg presinaptiĉne in postsinaptiĉne ţivĉne celice enakovredni del sinapse 
(tridelne sinapse). Tesno ovijajo sinapse in skrbijo za odstranjevanje ţivĉnih prenašalcev iz 
sinaptiĉne špranje ter prepreĉujejo, da bi ti v visokih koncentracijah delovali 
nevrotoksiĉno. Veliko je ţe bilo raziskanega o privzemu histamina in glutamata v astrocite, 
manj pa je znanega o prenašalcih, ki sodelujejo pri privzemu dopamina. 
Dopamin se privzema iz zunajceliĉnega prostora in iz sinaptiĉne špranje skozi membrano v 
notranjost nevrona z aktivnim prenosom ali z olajšano difuzijo. V magistrski nalogi smo na 
kulturah astrocitov, ki smo jih izolirali iz moţganske skorje in striatuma novorojene 
podgane, raziskovali lastnosti prenašalcev dopamina. Ţeleli smo preveriti, ali se prenašalci 
in naĉin prenosa dopamina v astrocite iz razliĉnih delov moţganov razlikujejo in ali v 
posameznih delih prevladuje aktivni prenos ali olajšana difuzija. 
Privzem radioaktivno oznaĉenega [3H]-dopamina v astrocite moţganske skorje je ĉasovno, 
koncentracijsko in temperaturno odvisen proces. Kinetika privzema se je v naših poskusih 
razlikovala glede na del moţganov, iz katerega smo izolirali astrocite. V fizioloških 
pogojih (pH 7,4) privzem ni najoptimalnejši. Dopamin se uĉinkoviteje prenaša pri niţjem 
pH. 
Analizirali smo kinetiĉne lastnosti privzema dopamina v astrocite moţganske skorje in 
striatuma. Ugotovili smo, da se dopamin privzema prek nizkoafinitetnega prenašalnega 
sistema s konstanto po Michaelisu in Maud Menten (Km) 1063 nM ter maksimalno 
hitrostjo privzema (Vmax) 13,06 fmol/mg proteina/min. Privzem je skozi celoten 
koncentracijski interval neodvisen od    . Prav tako privzema niso zmanjšali selektivni 
zaviralci dopaminskega prenašalca (DAT) in noradrenalinskega prenašalca NET. Lastnosti 
prenašalca ustrezajo prenosu olajšane difuzije.  
Dopamin se v astrocite striatuma skozi skoraj celoten koncentracijski interval privzema z 
visokoafinitetnim prenašalcema s konstanto po Michaelisu in Maud Menten (Km) 195,3 
nM in maksimalno hitrostjo privzema (Vmax) 25,76 fmol/mg proteina/min. Prenašalec je 
bil skoraj celoten interval odvisen od prisotnosti     in privzem dopamina se je zmanjšal 
ob prisotnosti zaviralcev aktivnih prenašalcev DAT in NET. Vse to so lastnosti aktivnega 
prenosa. V višjih koncentracijah inkubacije (150 nM) se je kinetika privzema spremenila. 
Privzem je postal neodvisen od prisotnosti     in v manjši meri obĉutljiv na prisotnost 
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zaviralcev aktivnega prenosa. Sklepamo, da se pri višjih koncentracijah aktivni prenašalci 
zasitijo in veĉjo vlogo pri privzemu dobijo prenašalci olajšane difuzije. 
Ključne besede: Dopamin, astrociti, privzem dopamina, olajšana difuzija, aktivni prenos 
Abstract 
Astrocytes are in addition to the presynaptic and postsynaptic nerve cells, an equivalent 
part of the synapse (tripartite synapse). They tightly wrap the synapses and are responsible 
for the removal of neurotransmitters from the synaptic cleft and prevent them from 
working neurotoxic. Much has already been explored about the removal of glutamate, 
histamine and other neurotransmitters. Far less studies have been done to clarify the 
mechanism of astrocytes dopamine uptake.  
Dopamine can be transported into the neuron via active uptake or facilitated diffusion. In 
the thesis experiments, we investigated the properties of the dopamine uptake in astrocytes 
that were isolated from the cortex and striatum of the newborn rat. We wanted to check 
whether the uptake differs in different parts of the brain and which uptake (active transport 
or facilitated diffusion) is dominant in individual areas of the brain.  
The dopamine uptake in astrocytes is time, concentration and pH dependent. The kinetics 
of the transport was different in astrocytes that were isolated from different brain regions. 
Under physiological conditions (pH 7,4) the uptake is not optimal. It gets much higher at 
lower pH.  
We found that dopamine uptake in astrocytes from the cerebral cortex is transmitted 
through a low-affinity transport system with a Michaelis and Maud Menten (Km) constant 
1063 and a maximum uptake rate 13,06 fmol/mg protein/min. The uptake was     
independent and it wasn’t inhibited by selective DAT and NET inhibitors. The 
characteristics of the uptake correspond to the facilitated diffusion.  
The uptake of [
3
H]-dopamine in the astrocytes of the striatum is transmitted with a high-
affinity transporter with a Michaelis and Maud Menten constant (Km) 195.3 nM, and 
maximum rate of uptake (V max) of 25,76 fmol/mg protein/min. The transporter was 
dependent on the presence of     almost the entire concertation interval and the uptake of 
dopamine decreased in the presence of DAT and NET inhibitors. The transporter 
characteristics correspond to the active transport. At higher concentrations (higher than 150 
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nM), the kinetics of the uptake changed and low-affinity transporters and facilitate 
diffusion became the main uptake mechanism. The uptake became     independent and 
insensitive to the presence of selective DAT and NET inhibitors. 
Key words: Dopamine, astrocytes, dopamine uptake, facilitated diffusion, active transport 
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Seznam okrajšav 
 
ANG-1 angiopoietin 1 
AQP1  akvaporin 1 
AQP4  akvaporin 4 
AQP9  akvagliceroporin 9 
bFGF  Bazični fibroblastni rastni dejavnik 
angleško: basic fibroblast growth factor 
BSA goveji serumski albumin  
angleško: bovine serum albumin 
COMT                                           katehol-O-metiltransferaza      
CŢS  centralni ţivĉni sistem 
D22 Decinij 
DAT dopaminski prenašalec  
angleško: dopamine transporter 
DMEM  angleško: Dulbecco's Modified Eagle Medium 
EMT  
  
zunajnevronski monoaminski transporter  
angleško: extraneuronal monoamine transporter   
GABA  
 
γ-aminomaslena kislina  
angleško: gamma-aminobutyric acid 
GDNF  angleško : glial cell line-derived neurotrophic factor 
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mRNA                                          informacijska RNA 
angleško: messenger RNA 
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angleško: noradrenalin transporter 
OCT3 angleško: Organic cation transporter 3 
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PMAT angleško: The plasma membrane monoamine transporter 
tMH tele-metil-histamin 
SERT  serotoninski prenašalec 
angleško: serotonin transporter 
VEGF vaskularni endotelijski rastni dejavnik 
angleško: Vascular endothelial growth factor 
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1 Uvod 
1.1 Živčni sistem 
Ĉeprav se zdi, da deluje ţivĉevje navzven enotno, je bistvo njegovega raznolikega delovanja 
v zelo kompleksni organiziranosti tako na celiĉni kot na višji anatomski ravni. 
1.1.1 Anatomska delitev 
Anatomsko ţivĉevje delimo na centralno (osrednje) in periferno (obodno ali okrajno). V 
centralno ţivĉevje uvršĉamo moţgane in hrbtenjaĉo, v periferno ţivĉevje pa somatsko in 
vegetativno. Somatsko, ki se deli na senzoriĉni in motoriĉni del, povezuje osrednje ţivĉevje z 
drugimi deli telesa. Ţivĉevje gradijo ţivĉne celice, ki imajo telesa veĉinoma v osrednjem 
ţivĉevju, njihovi izrastki (vlakna) pa segajo v vse dele telesa, zato osrednjega ţivĉevja ni 
mogoĉe ostro razmejiti od perifernega. 
1.1.2 Živčna celica 
Ţivĉna celica je elementarna funkcijska enota ţivĉevja, ki omogoĉa prenos informacij. Gre za 
podolgovate in zelo razvejane polarizirane celice, ki se od mnogih drugih celic razlikujejo po 
znaĉilnosti, da lahko sproţijo in »razumejo« elektriĉne signale. Edinstveni fiziološki in 
citološki komponenti, ki jim to omogoĉata, sta dva niza izrastkov. Prvi niz se imenuje akson. 
Gre za en nerazvejan podaljšek, ki se razteza iz telesa ţivĉne celice in prevaja informacije do 
sinaptiĉnega stika. Drugi podaljšek se imenuje dendrit. Dendriti so razvejani podaljški. Imajo 
raznovrstne in kompleksne oblike, odvisne od vrste in lokacije ţivĉnih celic. Njihova naloga 
je sprejemanje informacij, ki jih prinašajo aksoni iz sosednjih ţivĉnih celic. Te se vzdraţijo, 
ĉe natrijevi ioni od zunaj potujejo v celico. To membrano celice depolarizira in povzroĉi 
nastanek akcijskega potenciala. Ţivĉna vlakna delujejo kot elektriĉni prevodniki. Akcijski 
potencial se aktivno širi in val depolarizacije se premika iz zaĉetka aksona po telesu ţivĉne 
celice in proti dendritu drugega nevrona. Obe vrsti zgoraj omenjenih izrastkov nista 
neposredno povezani in sodelujeta v posebnih stikih, imenovanih sinapse (1–3). 
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Slika 1 Prikaz strukture in celiĉnih komponent ţivĉne celice. Povzeto po (2). 
1.1.3 Sinapsa 
Sinapsa predstavlja specializirano strukturo, kjer dve ţivĉni celici s svojimi izrastki prideta v 
neposredno bliţino tako, da se lahko kemiĉni ali elektriĉni signali prenesejo iz ene celice na 
drugo. Sinapsa je komunikacijski stik med ţivĉnima celicama oziroma med ţivĉnimi in 
tarĉnimi celicami. Glede na naĉin prenosa poznamo dva razliĉna tipa sinaps: elektriĉno in 
kemiĉno sinapso (2–4). 
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Slika 2 Prikaz sinapse in mehanizem prenosa signala iz predsinaptiĉne ţivĉne celice preko sinaptiĉne 
špranje na postsinaptiĉno ţivĉno celico. Povzeto po (4). 
1.1.4 Osrednji živčni sistem 
Integrirana vezja 86 milijonov ţivĉnih celic skupaj z enakim številom celic nevroglije 
sestavljajo en kilogram in pol teţak organ centralnega ţivĉnega sistema, imenovan moţgani. 
(5) Relativno razmerje vrst celic se razlikuje glede na del moţganov (razmerje med sivo in 
belo moţganovino) in razvojno stopnjo. Kot splošno pravilo velja, da so ĉloveški moţgani 
sestavljeni iz 20 % astrocitov, 3–10 % celic, ki so predstopnja oligodendrocitov, OPC (angl. 
Oligodendrocyte progenitor cell), 25 % oligodendrocitov in 5–15 % mikroglije. Tkivo 
osrednjega ţivĉnega sistema lahko delimo tudi glede na njegov videz na sivo in belo 
moţganovino. Siva moţganovina je sestavljena iz teles ţivĉnih celic ter tvori zunanjo plast 
moţganov in notranjo plast hrbtenjaĉe. Bela moţganovina pa je sestavljena predvsem iz 
izrastkov (aksonov), ki ţivĉne celice medsebojno povezujejo. Moţganska vezja kontrolirajo 
skoraj vse vidike naše kognicije, somatosenzorike, motorike in ĉustvovanja.  
Glavno vprašanje, ki se pojavlja v nevroznanosti, je, kako je razvoj teh vezij pripeljal do 
najvišje procesne kapacitete, ki je znaĉilna za ĉloveške moţgane. En vidik, ki bi lahko bil 
4 
 
hipotetiĉno vzrok za unikatnost, so celice astrocitov, ki jih uvršĉamo med celice nevroglije 
(6,7). 
1.2 Nevroglija 
Nemški patolog Rudolf Virchow je leta 1858 prviĉ opisal in definiral celice nevroglije. 
Pripisal jim je popolnoma pasivno vlogo in jih definiral kot snov v moţganih, ki drţi vse 
druge elemente skupaj, daje celoti obliko in je odgovorna za vnetne procese, ki vplivajo na 
moţganske ventrikle. Beseda nevroglija, ki jo je takrat uporabil Virchow, izvira iz grške 
besede glija, ki v prevodu pomeni lepilo (8,9). 
Nevrocentriĉni pogled na moţgane, ki je prenos in obdelovanje informacije prepisoval 
predvsem ţivĉnim celicam, se je skozi leta zaĉel opušĉati. Temu so botrovali predvsem 
razvoj novih metod raziskovanja in nove raziskave na podroĉju celic nevroglije, ki so v 
zadnjih dveh desetletjih zamajale prepriĉanje, da so le pasivna podpora ţivĉnim celicam, in 
pokazale, da aktivno sodelujejo pri vzdrţevanju homeostaze in prenosu informacij. Celice 
glije so vedno v bliţini ţivĉne celice, kar namiguje na njuno tesno in vzajemno delovanje 
(8,10,11). 
Druga polovica devetnajstega stoletja je bila zlata doba celiĉne histologije. S pomoĉjo 
razvoja novih histoloških tehnik so bile odkrite tudi morfološko razliĉne vrste celice glije. 
Nevroglijo centralnega ţivĉnega sistema sestavlja heterogena populacija celic nevralnega 
(astroglija, oligodendroglija, celice NG2, ependimske celice) in mieloidnega (mikroglija) 
izvora, imenovana tudi makroglija in mikroglija. Zadnja izvira iz mezoderma (9). 
Tako astroglija kot oligodendroglija izvirata iz nevroektoderma, vendar se razvijata z 
razliĉnimi mehanizmi v razliĉnih delih nevralne cevi. 
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Slika 3 Prikaz sheme razvoja ţivĉnih celic, astrocitov in OPC iz celic radialne glije (B) ter prikaz 
razliĉnih vrst celice nevroglije in njihovega medsebojnega delovanja (C). Povzeto po (7). 
Oligodendrociti so manjši od astrocitov, imajo manj in krajše podaljške. Okroglo jedro ima 
gosto kromatinsko strukturo. V citoplazmi oligodendrocitov so mikrotubuli, ni pa 
mikrofilamentov. Najdemo jih v sivi in beli moţganovini. Njihova osrednja naloga v 
centralnem ţivĉevju je tvorba mielinske ovojnice. Podobno vlogo imajo tudi Schwannove 
celice, ki so v perifernem ţivĉevju. 
Astrociti, najštevilnejši izmed vseh nevroglijskih celic, so razvejane, zvezdasto oblikovane 
nevroglijske celice. V citoplazmi vsebujejo številne intermediarne filamente s kislo fibrilarno 
beljakovino GFR, ki je pomemben oznaĉevalec astrocitov v imunohistokemiĉni tehniki. 
Celice NG2 (polidendrociti) so ĉetrte najštevilĉnejše pripadnice nevroglije v parenhimu 
centralnega ţivĉnega sistema. Imajo raznolike lastnosti in funkcije, od njihove uveljavljene 
vloge kot predhodnik oligodendrocitov do njihove sposobnosti odziva na nevrotransmitorje. 
Ependimske celice tvorijo enoskladni izoprizmatski epitelij, ki pokriva moţganske prekate 
(ventrikle) in centralni kanal hrbtnega mozga. V ĉasu razvoja pridejo ependimske celice v 
stik z bogato prekrvavljeno mehko moţgansko ovojnico, se pretvorijo v sekretorne celice in 
skupaj tvorijo horoidni pleteţ, ki izloĉa cerebrospinalno tekoĉino. 
Poleg celic, ki izvirajo iz nevroepitelija, štejemo med glijo tudi mikroglijo, ki izvira iz iz 
matiĉnih celic mieloidne vrste. V centralnem ţivĉnem sistemu se pojavijo ţe na zaĉetku 
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razvoja, v prvih stopnjah nevrogeneze, nato pa se razmnoţujejo in selijo ter kolonizirajo 
celotne moţgane in hrbtenjaĉo (1,2,12). 
Mikroglijske celice so specializirani makrofagi, ki s fagocitozo odstranjujejo tujke, mikrobe, 
odmrle celice in tkivo ter tako šĉitijo celice  Pomembno vlogo imajo pri imunski obrambi 
moţganov in hrbtnega mozga ter so odgovorni za vnetne procese v centralnem ţivĉnem 
sistemu. 
Kljub veliki heterogenosti ter morfološki in funkcionalni specializiranosti, ki loĉuje 
posamezne celice glija med seboj, jih vse povezuje njihova glavna naloga, to je ohranjanje 
funkcijske in strukturne integritete ţivĉnega sistema (11). 
1.3 Astrociti 
1.3.1 Astrociti – struktura 
Astrociti so najštevilĉnejše in vsestranske celice nevroglije. Opravljajo razliĉne funkcije, 
katerih namen je ohranjanje homeostaze centralnega ţivĉnega sistema. Zaradi njihovih 
številnih in raznovrstnih funkcij ne preseneĉa, da je njihova morfologija v razliĉnih delih 
moţganov drugaĉna in se skozi razliĉna razvojna obdobja spreminja.  
Izraz astrocit, ki izvira iz nepravilne zvezdaste oblike celic s številnimi izrastki, je prviĉ 
uporabil Michael von Lenhossek leta 1893. Delimo jih na protoplazemske v sivi 
moţganovini, vlaknaste v beli moţganovini in specializirane astrocite. V primerjavi z 
moţgani glodavcev so v ĉloveških moţganih našli še dve novi podskupini astrocitov (13). 
Protoplazemski astrociti so zapletene celice s krajšimi razvejanimi izrastki. Razporejeni so 
relativno enakomerno znotraj kortikalne sive moţganovine. Njihova funkcija in vloga v 
moţganih sta veliko bolj raziskani kot od vlaknastih astrocitov. Imajo dve vrsti izrastkov: 
manjše, obsinaptiĉne, ki so povezani s številnimi sinapsami, in veĉje, ki so v tesnem stiku z 
ţilno steno. 
Vlaknasti astrociti so manj kompleksni ter imajo daljše in manj razvejane izrastke. 
Organizirani so vzdolţ bele moţganovine, znotraj katere so usmerjeni vzdolţno v ravnini 
snopov vlaken. Vlaknasti astrociti imajo na svoji površini izraţeno veliko veĉjo koliĉino 
glialnega fibrilarnega kislega proteina (angl. glial fibrillary acid protein – GFAP) kot 
protoplazemski, pri katerih se ta nahaja samo na koncu izrastkov, ki se povezujejo z 
endotelijskimi celicami. Izrastki vlaknastih astrocitov so v stiku z Ranvierovimi zaţemki. V 
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raziskavi so ugotovili, da se pribliţno (>95 %) Ranvierovih zaţemkov v optiĉnem ţivcu, 
korpusu kolosumu in hrbtenjaĉi stika z izrastki vlaknastih astrocitov (14,15). 
Poleg omenjenih osnovnih vrst astrocitov obstajajo tudi specializirani astrociti v plasti 1 
(Layer 1 astrocytes), ki kaţejo grmiĉasto morfologijo, podobno kot protoplazemski astrociti, 
vendar moĉno izraţajo GFAP, podobno kot vlaknasti astrociti. Njihovi izrastki pokrivajo 
zunanjo površino moţganskega parenhima (13,16,17). 
 
Slika 4 Poenostavljena ilustracija interakcij astrocit–sinapsa v ĉloveškem korteksu. A) Izrastki 
interlaminarnih astrocitov (oranţni) v plasti 1 segajo v veĉ plasti ĉloveške skorje. Njihova vloga ostaja 
neznana. B) Veliki in kompleksni protoplazemski astrociti (zeleni) predstavljajo povezavo med 
vaskulaturo (rdeĉo) in sinapso (rumena). Povzeto po (6). 
Poznamo še druge astrocite, ki so specifiĉni za posamezno lokacijo v moţganih, kjer izvajajo 
specifiĉne funkcije. Mednje uvršĉamo tancite, Mullerjevo glijo, Bergmannovo glijo in 
velatno glijo. Tanciti so v tretjem ventriklu moţganov ter igrajo aktivno vlogo pri 
uravnavanju energijske homeostaze in metabolizma. Tako Bergmannova glija kot velatna 
glija sta v malih moţganih, vendar se znaĉilno razlikujeta po svoji strukturi in nahajanju v 
malih moţganih. Bergmannova glija je v plasti Purkynjevih celic in s svojimi izrastki ovija 
dendrite in sinapse Purkynjevih celic ter ima zelo pomembno vlogo pri razvoju malih 
moţganov. Velatna glija pa je v zrnatem sloju. Tudi Müllerjeve glija ima znaĉilno lokacijo. 
Najdemo jo v mreţnici (7,13). 
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1.3.2 Vloga astrocitov 
1.3.2.1 Vloga astrocitov v embriološkem razvoju  
Astrogeneza je kljuĉna za sinaptogenezo. Pomembnost astrocitov pri tvorbi novih sinaps se 
kaţe s ĉasovno usklajenostjo med astrogenezo in sinaptogenezo. Veĉina funkcionalnih sinaps 
ne nastane pred samim nastankom astrocitov. Poleg tega pa astrociti sprošĉajo sinaptogeniĉne 
faktorje, ki jih progenitorne celice ne sprošĉajo. 
V ontogenetskem razvoju se celica glija prviĉ pojavi v šestem tednu noseĉnosti. Gre za 
predhodnika astrocitov, radialno glijo. Izvira iz istih nevroepitelnih celic, iz katerih se 
razvijajo tudi ţivĉne celice. Radialna glija v ventrikularni plasti moţganske skorje preide iz 
nevrogeniĉne v gliogeniĉno po tem, ko se razvije veĉina ţivĉnih celic. Prvi zreli astrociti 
nastanejo v petnajstem tednu noseĉnosti. Gliogeneza je najintenzivnejša v drugi polovici 
noseĉnosti (18). 
S sprošĉanjem sinaptotrofiĉnih faktorjev prihaja do promocije sinaptogeneze ter spodbujanja 
tvorbe in zorenja sinaps. Ko se izpostavi sinaptiĉna mreţa, astrociti vplivajo na vzdrţevanje 
in ohranjanje sinapse (18,19). 
1.3.2.2 Krvno-možganska pregrada in energetska podpora živčnim celicam  
Izrastki astrocitov skupaj z endotelijskimi celicami kapilar sestavljajo krvno-moţgansko 
pregrado. Anatomsko so umešĉeni med pia mater, krvnimi ţilami in ţivĉnimi celicami.    
Celice nevroglije ohranjajo homeostazo organa med drugim tudi tako, da vplivajo na izgled 
in ohranjenost moţganske pregrade z vzdrţevanje tesnih stikov med endotelijskimi celicami 
in izloĉanjem rastnih faktorjev, kot so vaskularni endotelijski rastni dejavnik VEGF (angl. 
vascular endothelial growth factor), GDNF (angl. glial cell line-derived neurotrophic factor), 
bFGF (angl. basic fibroblast growth factor) in ANG-1 (angiopoietin-1), ki vplivajo na 
endotelijske celice (20,21). 
Imajo prednostno mesto pri privzemu glukoze iz plazme ob poveĉani moţganski aktivnosti.  
S svojimi podaljški povezujejo strukturi ţivĉnih celic in krvnih ţil ter zagotavljajo glukozo in 
druge molekule za energijski metabolizem v ţivĉnih celicah (22). 
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1.3.2.3 Tridelna sinapsa 
Posamezni astrocit je povezan in vpliva na veliko število sosednjih sinaps ter uravnava pretok 
krvi v te sinapse. Ta postavitev jih postavlja v glavni poloţaj za usklajevanje sinaptiĉne 
aktivnosti in pretoka krvi. Aktivnost astrocitov je lahko neodvisna od presnovne aktivnosti 
ţivĉnih celic.  
Aktivirane ţivĉne celice in astrociti izloĉajo številne vazoaktivne faktorje, ki zdruţeno 
poveĉajo moţganski krvni pretok (MKP). Njihove tarĉe, moţgansko-ţilne endotelijske celice, 
periciti in gladkomišiĉne celice, prevajajo te signale v koordinirano spremembo ţilne 
svetline, kar ne nazadnje privede do poveĉanja MKP (13,17). 
 
Slika 5 Izrastki astrocitov so strukturna in funkcionalna komponenta sinapse. Astrociti so tudi 
funkcionalno povezani s sinapsami, saj imajo sposobnost zaznavati sinaptiĉno aktivnost in se nanjo 
odzivati prek poveĉane znotrajceliĉne aktivnosti      in s sprošĉanjem glijotransmitorjev. Povzeto 
po (23).  
Astrociti so poleg presinaptiĉne in postsinaptiĉne ţivĉne celice enakovredni del sinapse 
(tridelne sinapse). Astrociti tesno ovijajo sinapse in skrbijo za odstranjevanje ţivĉnih 
prenašalcev iz sinaptiĉne špranje. Aktivno privzemajo kalijeve ione in prenašalce (privzem 
glutamata, GABE, adenozina in tvorba glutamina), ki jih metabolizirajo, razgradijo in 
reciklirajo. Ob veliki aktivnosti okoliških nevronov se poveĉata tudi izraţanje in koliĉina 
glutamatnih prenašalcev na izrastkih astrocitov, ob nizki aktivnosti pa se zmanjšata. To jim 
omogoĉa, da lahko uravnavajo koncentracijo ţivĉnih prenašalcev v sinapsi. Poveĉanje 
sinaptiĉne aktivnosti vodi tudi do tega, da astrociti s svojimi podaljški tesneje ovijejo sinapse 
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in tako prepreĉujejo, da bi nevrotransmitorji difundirali do sosednjih sinaps. Tako pomembno 
vplivajo na hitrost sinaptiĉnega prenosa, hkrati pa delujejo nevroprotektivno (6,23,24). 
Astrociti delujejo nevroprotektivno tudi s svojo vlogo ohranjanja homeostaze vode v 
centralnem ţivĉnem sistemu in zašĉite celic pred radikali. Odkrili so, da se v astrocitih 
izraţajo tri vrste akvaporinov: akvaporina AQP1 in AQP4 ter akvagliceroporin AQP9. Celice 
šĉitijo pred radikali tako, da jim dovajajo antioksidant glutation (25). 
1.3.2.4 Delovanje (vloga) astrocitov 
Izrastki astrocitov izraţajo ionotropiĉne in metabotropiĉne receptorje za nevrotransmitorje. Ti 
jim omogoĉajo, da lahko nadzorujejo okolje sinapse. Aktivacija teh receptorjev vodi do 
poveĉane aktivnosti kalcija, ki ga opaţamo tako v telesih astrocitov kot v njihovih izrastkih. 
Astrociti so vzdraţne celice, vendar se na draţljaje ne odzivajo s spremembo membranskega 
potenciala, temveĉ s poveĉano znotrajceliĉno aktivnostjo kalcija. Dejavno sodelujejo pri 
prenašanju signalov v moţganih. Podobno kot ţivĉne celice uporabljajo za sporazumevanje 
med celicami mešiĉke. Ti vsebujejo razliĉne kemiĉne prenašalce, imenovane 
glijotransmitorji. Na draţljaj, poveĉano citosolno aktivnost     , se astrociti odzovejo tako, 
da vsebina mešiĉkov izstopi v zunajceliĉni prostor v bliţini kemiĉne sinapse. Z eksocitozo se 
lahko izloĉijo razliĉni glijotransmitorji, vkljuĉno z glutamatom, D-serinom, ATP/adenozinom 
in peptidi. Ti prenašalci vplivajo na sosednje nevrone, dolgoroĉno potenciacijo in sinaptiĉno 
plastiĉnost ter povzroĉajo heterosinaptiĉno in presinaptiĉno inhibicijo. Sposobnost astrocitov, 
da se odzovejo na aktivnost ţivĉne celice in sprošĉanje prenašalcev, jim omogoĉa, da 
pomembno vplivajo na aktivnost nevronov in na celotno delovanje moţganov (20,23,26). 
1.3.2.5 Astrociti in patološki procesi 
Do sedaj smo veĉinoma opisovali, kakšno vlogo imajo astrociti v fizioloških razmerah. Zelo 
pomembno vlogo pa imajo tudi ob okrnjenem delovanju centralnega ţivĉnega sistema. 
Astrociti imajo evolucijsko ohranjen obrambni mehanizem, ki ga lahko sproţijo patološki 
procesi razliĉnih etiologij (nevrodegenerativne bolezni, ishemije, infekcije, zastrupitve itd.). 
Omenjen obrambni mehanizem se imenuje reaktivna astroglioza. Gre za zapleteno in 
veĉstopenjsko preobrazbo celiĉne morfologije, biokemije in fiziologije, katere glavni cilj je 
ohranjanje centralnega ţivĉnega sistema. Znaĉilno je poveĉano izraţanja proteina GFAP, 
mediatorjev vnetja, rastnih dejavnikov in receptorjev.  
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Slika 6 Pregled in povzetek vloge astrocitov v centralnem ţivĉnem sistemu v embriološkem razvoju 
in v odrasli dobi. 
Pri reaktivni astrogliozi pride do hipertrofije in proliferacije astrocitov. Lahko se razvije na 
razliĉne naĉine. Relativno blage obiĉajno povzroĉajo izomorfno astrogliozo, pri kateri 
astrociti postanejo hipertrofiĉni, a hkrati ohranjajo svojo prvotno organiziranost. Huda 
poškodba povzroĉi anizomorfno gliozo, v kateri astrociti izgubijo svojo teritorialno 
organizacijo in se zaĉnejo prekrivati. Tako ustvarijo gosto mreţo, kjer bo nastala trajna 
brazgotina. Ta šĉiti nepoškodovano tkivo, poleg tega pa v istih celicah zavira regenerativne 
procese (27–29). 
 
1.4 Nevrotransmitorji 
1.4.1 Definicija in delitev 
Nevrotransmitorji ali ţivĉni prenašalci so endogene snovi, ki se sprošĉajo iz nevronov in 
omogoĉajo komunikacijo ter prenos informacij med ţivĉnimi celicami prek sinaps. Poznamo 
veĉ kot 100 razliĉnih nevrotransmitorjev. Med mnogimi molekulami, ki so v moţganih, lahko 
posamezno doloĉimo kot nevrotransmitor, ĉe ta ustreza naslednjim kriterijem: 
1. Molekula nastaja in se hrani v ţivĉnem konĉiĉu do njenega sprošĉanja. 
2. Ob depolarizaciji presinaptiĉne membrane se sprosti v sinaptiĉno špranjo. 
3. Na postsinaptiĉni strani ţivĉne celice se izraţajo receptorji, na katere se 
nevrotransmitor veţe. 
Embriološki razvoj 
•Nevrogeneza in razvoj 
nevronov 
•Sinaptogeneza in zorenje 
sinaps 
•Definiranje 
citoarhitekture 
centralnega živčnega 
sistema 
Fiziološke razmere           
(odrasla doba) 
•Gradniki  krvno-možganske 
pregrade in ohranjanje njene 
homeostaze 
•Energetska podpora nevronom 
•Shranjevanje glukoze v obliki 
glikogena 
•Sinteza holesterola in podpora 
pri procesu mielinizacije  
•Vpliv na možganski krvni obtok 
•Odstranjevanje K+ ionov in 
nevrotransmitorjev v sinapsi 
•Ohranjanje homeostaze vode in 
pH 
•Odstranjevanje radikalov 
•Vpliv na prenos informacij med 
nevroni in plastičnost sinaps 
• Prenos informacij z 
glijotransmitorji 
Patofiziološke razmere   
(odrasla doba) 
•Astroglijoza (obrambni 
mehanizem, ki se aktivira ob 
okrnjenem delovanju 
astrocitov) 
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4. V centralnem ţivĉnem sistemu obstajajo mehanizmi za inaktivacijo molekule.  
Nevrotransmitorje lahko delimo na klasiĉne in neklasiĉne. Omenjena delitev ima predvsem 
zgodovinske razloge, saj so bili prvi odkriti pred drugimi. Klasiĉne nevrotransmitorje nadalje 
delimo med aminokisline, biogene amine in acetilholin. Acetilholin je pomemben ekscitatorni 
nevrotransmitor v osrednjem ţivĉevju, vegetativnem ţivĉevju in specializirani sinapsi med 
hrbtenjaĉo, motoriĉnim nevronom in skeletno mišiĉno celico (motoriĉno plošĉico) (1,3).  
Aminokisline imajo v telesu razliĉne vloge. Med drugim so gradniki proteinov in so zelo 
pomembne za pravilni razvoj in rast našega telesa. Vkljuĉujejo se v mnoge reakcije, ki 
omogoĉajo ohranjanje homeostaze. Poleg vsega naštetega pa imajo v osrednjem ţivĉnem 
sistemu tudi vlogo nevrotransmitorja (glutamat, GABA, glicin itd.). Glutamat in aspartat sta 
vzbujevalna prenašalca v osrednjem ţivĉevju, medtem ko je glicin pomemben zaviralni 
prenašalec v hrbtenjaĉi. Glutamat je tudi substrat za sintezo še enega pomembnega 
zaviralnega prenašalca, gama-aminomaslene kisline (GABA). 
Najveĉja podskupina klasiĉnih nevrotransmitorjev so biogeni amini, ki nastanejo z 
dekarboksilacijo aminokislin ali aminiranjem in transanimiranjem ketonov in aldehidov. 
Noradrenalin, adrenalin in dopamin, predstavniki kateholaminov, si delijo skupno 
biosintetsko pot iz predhodnika tirozina. 
Poleg klasiĉnih obstajajo tudi drugi tipi nevrotransmitorjev. Najveĉja skupina neklasiĉnih so 
nevropeptidi. Peptidi so majhni proteini, sestavljeni iz 3–40 aminokislin. Primer 
nevropeptidov sta endorfin in enkefalin, ki se veţeta na iste receptorje kot morfin in heroin 
ter sodelujeta pri uravnavanju obĉutenja boleĉine. V ţivĉnem sitemu imamo tudi nekaj 
nevrotransmitorjev, ki glede na kemijsko strukturo spadajo med lipide. Anandamid je lipidna 
molekula, sintetizirana v moţganih, ki se veţe na endokanabinoidne receptorje.  
Ĉeprav je še do nedavnega veljalo, da posamezna ţivĉna celica tvori in izloĉa le eno vrsto 
ţivĉnega prenašalca, je vse veĉ dokazov, da lahko nevron vsebuje in sprošĉa veĉ razliĉnih 
nevrotransmitorjev (3,30). 
1.4.2 Sproščanje prenašalcev v sinaptično špranjo in njihova inaktivacija 
Sprošĉanje in inaktivacija nevrotransmitorjev sta regulirana z razliĉnimi mehanizmi. Ko 
imamo veliko frekvenco proţenja celice in nastajanja akcijskih potencialov, bo tudi koliĉina 
sprošĉenega nevrotransmitorja v sinaptiĉno špranjo veliko veĉja.  
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Na koliĉino sprošĉenih nevrotransmitorjev vpliva tudi prisotnost avto- in heteroreceptorjev na 
ţivĉnih konĉiĉih. Na avtoreceptorje se veţejo isti prenašalci, ki se sprošĉajo iz nevrona, na 
heteroreceptorje pa drugi. Nevroni imajo lahko dve vrsti avtoreceptorjev: terminalnega in 
somatodendritiĉnega. Posledici aktivacije avtoreceptorjev sta manjša frekvenca proţenja in 
inhibicija nadaljnjega sprošĉanja nevrotransmitorja.  
Vsak biološki mehanizem v telesu mora imeti tudi stikalo, s katerim doseţemo njegov konec. 
Da ne pride do prekomerne stimulacije receptorjev, se mora prenašalec v sinaptiĉni špranji 
inaktivirati. Ta se inaktivira z encimskim metabolizmom ali pa z odstranitvijo molekul s 
pomoĉjo specializiranih proteinov na presinaptiĉni membrani ali astrocitih, imenovanih 
prenašalci. Ta mehanizem je zelo pomemben za aminokisline (GABA in glutamat) ter za 
monoamine (dopamin, serotonin in noradrenalin) (3,30).   
1.5 Dopamin 
Dopamin je evolucijsko zelo star kateholamin, prisoten v veĉini evkariontov. Ima pomembno 
vlogo pri modulaciji motorike, ĉustev, vedenja in kognicije ter pri procesih, kot so agresija, 
nagrajevanje, uĉenje, spolnost in spomin (3). 
 
Slika 7 Prikaz kemijske strukture molekule dopamina 
1.5.1 Dopaminske poti 
V moţganih loĉimo pet poti ali projekcij, ki delujejo na osnovi dopamina. To so tako 
imenovane dopaminske poti: 
a) nigrostriatna pot izvira iz substance nigre in se projicira v striatum. Uvršĉamo jo v 
ekstrapiramidalni del ţivĉnega sistema ter kontrolira motoriĉne funkcije in gibanje; 
b) mezolimbiĉna dopaminska pot izvira v ventralnem tegmentumu mezencefalona in se 
projicira v subkortikalna podroĉja limbiĉnega sistema ter je povezana z razliĉnimi 
vedenji in obĉutki. Aktivacija te poti lahko povzroĉi prijeten obĉutek, moĉno evforijo 
in halucinacije ob psihozi. Pomembno vlogo igra tudi pri sistemu nagrajevanja, 
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odvisnosti in uĉenju. Moţgani se nauĉijo, da zaĉnejo ob nekem signalu oziroma 
asociaciji, ki obljublja nagrado, sprošĉati dopamin; 
c) mezokortikalna dopaminska pot prav tako izvira v ventralnem tegmentumu, vendar se 
projicira v prefrontalni korteks. Vpletena je v kognitivne in ĉustvene procese; 
d) ĉetrta dopaminska pot se imenuje tuberoinfundibularna. Gre za kratko pot, ki se 
projicira iz hipotalamusa v hipofizni pecelj, kjer je v stiku s portalnim sistemom 
hipofize in kontrolira sekrecijo prolaktina; 
e) peta, nekoliko slabše raziskana dopaminska pot izvira iz razliĉnih delov moţganov, in 
sicer iz periakveduktalne sivine, hipotalamiĉnih jeder in parabrahialnega jedra, ter se 
projicira v talamus. Vloga pete dopaminske poti trenutno še ni znana (30).  
1.5.2 Sinteza 
Dopamin je kateholaminski nevrotransmitor in predstopnja v sintezi nevrotransmitorja 
noradrenalina. Dopamin se sintetizira skozi serijo encimskih reakcij. Zaĉne se s hidroksilacijo 
aminokisline tirozin z encimom tirozin hisdroksilaza v L-DOPA. Ta je v naslednjem koraku 
dekarboksilirana v dopamin. Nastali nevrotransmitor se privzema v sinaptiĉne vezikle s 
pomoĉjo vezikularnega monoaminskega transporterja 2 (angl. vesicular monoamine 
transporter 2 – VMAT2) in se po stimulaciji sprošĉa v sinapso (30). 
1.5.3 Privzem dopamina in metabolizem 
Število dopaminskih prenašalcev se spreminja glede na lokacijo dopaminskega nevrona v 
osrednjem ţivĉnem sistemu. Ponovno privzeti dopamin se lahko v ţivĉnem konĉiĉu ponovno 
shrani v mešiĉke ali pa se v ţivĉni celici in zunaj nje metaboliziran z encimoma monaminska 
oksidaza MAO-A in MAO-B ali s COMT (katehol-O-metil transferazo) (30). 
Dopamin se privzema iz zunajceliĉnega prostora in iz sinaptiĉne špranje skozi membrano v 
notranjost nevrona s privzemom sistema 1, ki je aktivni prenos, in privzemom sistema 2 
(olajšana difuzija).  
Privzem 1, za katerega je znaĉilna velika afiniteta (Kd = 0,7 μM) in majhna kapaciteta (Vmax 
= 1,22 nmol/min/g tkiva) za dopamin, zavirata kokain in dezipramin. Raziskave so pokazale, 
da privzem 1 poteka prek selektivnega dopaminskega prenašalca (DAT). Poleg tega pa tudi 
prek selektivnega noradrenalinskega prenašalca NET, ki ima veĉjo afiniteto do dopamina, kot 
jo ima prenašalec DAT. Oba omenjena prenašalca sta odvisna od prisotnosti natrijevih in 
kalijevih ionov. 
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Privzem 2 (olajšana difuzija) ima nizko afiniteto (Kd = 252 μM) in veliko kapaciteto (Vmax 
= 100 nmol/min/g). Inhibirata ga normetanefrin in kortikosteron. S pomoĉjo molekularno-
bioloških metod so pri ljudeh odkrili prenašalca, imenovanega zunajnevronski monoaminski 
transporter (angl. extraneuronal monoamine transporter – EMT). EMT je ĉloveški homolog 
prenašalca OCT3 (angl. organic cation transporter 3 – OCT3), ki ga najdemo pri podganah 
in miših. Zaradi zelo nizke afinitete so najprej mislili, da sodeluje pri odstranjevanju 
kateholaminov samo takrat, ko je substrat prisoten v zelo velikih koncentracijah. Kasnejše 
študije so pokazale, da privzem 2 preĉrpava tudi manjše koliĉine substrata. Prenos je 
neodvisen od prisotnosti     in     ter odvisen od zunanjega/notranjega gradienta   , ki 
doloĉa membranski potencial celice. V primerjavi z NET, DAT in selektivnim serotoninskim  
prenašalcem (angl. serotonin transporter – SERT) je ta transport neobĉutljiv na kokain in 
manj obĉutljiv na zaviralni uĉinek antidepresivov (31–36). 
Preglednica 1: Pregled lastnosti aktivnega prenosa (privzem 1) in olajšane difuzije (privzem 2) 
 Aktivni transport Olajšana difuzija 
Kd (afiniteta prenašalca) 0,27 μM 252 μM 
Vmax (maksimalna 
kapaciteta prenašalca) 
1,22 nmol/min/g tkiva 100 nmol/min/g 
    odvisen ne odvisen 
    odvisen odvisen 
   ne odvisen odvisen 
Primeri prenašalcev DAT, NET SERT OCT3, PMAT, EMT 
Zaviralci prenašalcev GBR 12909, antidepresivi 
(dezipramin, nortriptilin) 
kokain 
normetaenefrin 
kortikosteron 
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2 Namen naloge 
Astrociti s svojimi izrastki tesno ovijajo sinapso in so skupaj s postsinaptiĉno in presinaptiĉno 
celico enakovreden del tripartitne sinapse. Iz sinaptiĉne špranje odstranjujejo ţivĉne 
prenašalce in skrbijo, da se ti ne kopiĉijo v velikih koncentracijah in delujejo nevrotoksiĉno. 
Veliko je ţe znanega o prenašalcih za histamin, ki se izraţajo na astrocitih, vendar še vedno 
ni znano, s katerimi prenašalci se v astrocite prenaša dopamin. 
Dopamin ima pomembno vlogo pri uravnavanju motorike, ĉustev, vedenja in kognicije ter pri 
procesih, kot so agresija, nagrajevanje, uĉenje, spolnost in spomin. Dopaminergiĉne signalne 
poti so kljuĉne za vzdrţevanje fizioloških procesov in njihova nepravilna aktivnost lahko 
privede do motenj, ki so povezane z nevrodegenerativnimi bolezenimi (Parkinsonova 
bolezen) in duševnimi boleznimi (shizofrenija). Boljše razumevanje nevrobiologije in 
molekularnih mehanizmov privzema in inaktivacije dopamina ter vloge astrocitov pri teh 
mehanizmih, ki je skozi leta ostala neznana, lahko prispeva, k odkritju novih tarĉnih mest in 
razvoju novih terapij, ki bi lahko spodbujale boljšo kakovost ţivljenja bolnikov po vsem 
svetu. 
V nekaterih raziskavah so ţe dokazali, da se dopamin privzema v astrocite, vendar še niso bili 
doloĉeni specifiĉni prenašalni proteini, ki ta proces posredujejo. V magistrski nalogi smo 
preverili kinetiĉne lastnosti privzema dopamina v astrocite moţganske skorje in striatum 
novorojene podgane. Preverili smo naslednje delovne hipoteze: 
1. Dopamin se bo privzemal v astrocite možganske skorje in striatuma. 
Znano je, da astrociti izraţajo encime MAO-A, MAO-B in COMT, kar osmišlja 
prisotnost ustreznih prenašalcev, ki prenašajo dopamin v astrocite. 
2. Privzem dopamina v astrocite možganske skorje bo imel različne kinetične 
lastnosti kot privzem v astrocite striatuma. 
V moţganih loĉimo pet poti ali projekcij, ki delujejo na osnovi dopamina. To so tako 
imenovane dopaminske poti. Dopaminske poti se projicirajo tako v moţgansko skorjo 
kot v striatum, dele moţganov, ki jih prouĉujemo v naših poskusih. V moţganski 
skorji se te poti in signali veliko bolj razpršijo kot pri striatumu, kar bi lahko pomenilo 
manjše tkivne koncentracije dopamina in poslediĉno drugaĉne mehanizme privzema. 
3. Dopamin se bo v astrocite možganske skorje in striatuma privzemal z aktivnim 
prenosom ali z olajšano difuzijo. 
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Dopamin se privzema iz zunajceliĉnega prostora in iz sinaptiĉne špranje skozi 
membrano v notranjost nevrona s privzemom sistema 1, ki je aktivni prenos, in 
privzemom sistema 2 (olajšana difuzija). Sklepamo, da bo privzem dopamina v 
astrocite moţganske skorje potekal bodisi z aktivnim prenosom bodisi z olajšano 
difuzijo. 
4. Dopamin se bo najbolje privzemal v fizioloških razmerah. 
Privzem ţivĉnih prenašalcev je eden izmed kljuĉnih procesov homeostaze. 
Predvidevamo, da bo privzem dopamina optimalno potekal pri telesni temperaturi in 
fiziološki vrednosti pH. 
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3  Oprema in materiali 
3.1  Seznam kemikalij 
• Goveji serumski albumin (angl. Bovine serum albumin – BSA) (Sigma, ZDA) 
• Antibiotik gentamicin (Gibco, ZDA) 
• Medij Leibovitz L-15 (Sigma, ZDA) 
• Po Dulbeccu spremenjeni medij (angl. Dulbecco's Modified Eagle Medium – DMEM) 
(Gibco, ZDA) 
• Piruvat (Gibco, ZDA) 
• L-glutamat (Gibco, ZDA) 
• Fetalni goveji serum (Lonza, Belgija)  
• Tripsin – EDTA, 0,05 % (Gibco, ZDA)  
• HEPES (Sigma, ZDA)  
• NaCl (Zorka Šabac)  
• KCl (Merck, Nemĉija)  
• KH2PO4 (Merck, Nemĉija)  
• MgSO4·7H2O (Sigma, ZDA)  
• Glukoza (Merck, Nemĉija)  
• CaCl2 (Sigma, ZDA) 
• PBS-pufer: pH 7,4 (Gibco, ZDA)  
• Bio – Rad Protein Assay (Bio – Rad Laboratories, ZDA) 
• Bio – Rad Protein Assay, Standard I (Bio – Rad Laboratories, ZDA) 
• Scintilacijska tekoĉina Aquasol (New England Nuclear, ZDA)  
• Devterirana voda  (Cambridge Isotope Laboratories, ZDA)  
• [3H]-dopamin, specifiĉna aktivnost 32,6 Ci/mmol (Perkin Elmer, ZDA) 
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• Amitriptilin (Sigma, ZDA) 
• Dezipramin (Novartis, Švica) 
• Nortriptilin (Sigma, ZDA) 
• SKF91488 (Tocris, ZDA) 
• GBR12909 (Tocris, ZDA) 
3.2 Seznam opreme 
Plastiĉne posode za gojenje celic s perforiranim zamaškom (TPP), mikrotitske plošĉe z 12 
razdelki (TPP), mikrotitrske plošĉe s 96 razdelki (TPP), polavtomatska pipeta (Gilson Inc.), 
polavtomatska pipeta (Eppendorf), elektronska pipeta HandyStep
®
 (BrandTech
®
 scientific, 
Inc.), nastavki za pipete (Eppendorf), epruvete in viale (Eppendorf), laboratorijske igle (TIK, 
d. o. o.), niteks membrana (ZBF), inkubator (New Brunswick Scientific, Binder), analitska 
tehtnica (Sartorius), pH-meter MA 5735 (Iskra), stresalnik Vibromix 10 (Tehtnica
®
), 
stresalnik Vibromix 314 EVT (Tehtnica
®
), svetlobni mikroskop Nikon eclipse TS100 
(Nikon
®), tekoĉinski scintilacijski števec MicroBeta® TriLix (PerkinElmer), zašĉitna komora 
z laminarnim pretokom zraka LFVP 12 (Iskra Pio, d. o. o.), hladilnik in zamrzovalnik 
(Gorenje), spektrofotometer (Tecan Group Ltd.). 
3.3 Medij za izolacijo astrocitov (preparacijska raztopina) 
• Leibowitz L-15 50,0 ml  
• BSA 50,0 mg  
• Gentamicin 0,05 ml (streptomicin + penicilin) 
3.4 Medij za gojenje astrocitov  
• 50 ml medija DMEM z visoko koncentracijo glukoze  
• 5 ml fetalnega govejega seruma (vir proteinov)  
• 50 μl gentamicina (prepreĉuje razvoj bakterij)  
• 500 μl L-glutamata (vir dušika)  
• 500 μl piruvata (dodaten, alternativen vir energije)  
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Medij DMEM vsebuje pH-indikator fenol rdeĉe, ţelezo, aminokisline, soli, glukozo in 
vitamine.  
Preglednica 2 Sestava pufra za privzem (z    ) 
SUBSTANCA KOLIČINA MOLARNOST (mM) 
NaCl 7,1297 g  122 
KCl 0,2237 g 3 
CaCl2 0,1911 g 1,3 
KH2PO4 0,1633 g 1,2 
Glukoza 1,8016 g 10 
MgSO4 • 7H2O 0,0986 g 0,4 
Askorbinska kislina 0,1761 g 1 
NaHCO3 0,8401 g 10 
HEPES 4,7660 g 20 
Bidestilirana H2O 1000 ml  
pH uravnamo s trisom na pH 7,4  
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Preglednica 3 Sestava pufra za privzem (brez    ) 
SUBSTANCA KOLIČINA MOARNOST 
Holin klorid 17,003 g  122 
KCl 0,2237 g 3 
CaCl2 0,1911 g 1,3 
KH2PO4 0,1633 g 1,2 
Glukoza 1,8016 g 10 
MgSO4 • 7H2O 0,0986 g 0,4 
Askorbinska kislina 0,1761 g 1 
Holin klorid 1,0417 g 10 
HEPES 4,7660 g 20 
Bidestilirana H2O 1000 ml  
pH uravnamo s trisom na pH 7,4  
 
3.5  Poskusne živali 
Primarne celiĉne kulture astrocitov smo pripravili iz moţganske skorje in striatuma 
novorojenih podgan, seva Wistar, po metodi Schwartzeve in Wilsonove. Uporabili smo 
podgane obeh spolov, stare 3 dni. Vse postopke na ţivalih smo izvedli v skladu z 
dovoljenjem Veterinarske uprave Republike Slovenije za izvajanje poskusov na ţivalih št. 
U34401-31/2014/4 z dne 16. 11. 2017 (velja do 31. 12. 2022, Priloga 1) in smernicami za 
delo s poskusnimi ţivalmi, ki jih je izdal Komite za zašĉito ţivali Nacionalnih inštitutov 
zdravja (Bethesda, ZDA).  
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4 Eksperimentalno delo 
4.1 Priprava celičnih kultur 
Dekapitacijo neonatalnih podgan je izvedel tehnik z dovoljenjem za izvajanje evtanazije 
poskusnih ţivali v aseptiĉnih pogojih. Moţgane smo nato previdno odstranili iz lobanj in jih 
potopili v 4 ml preparacijske raztopine. Previdno smo odstranili moţganske ovojnice, 
moţgansko deblo, hipokampus, hipotalamus, talamus, hipofizo in male moţgane ter tako 
izolirali moţgansko skorjo ali striatum. Izolirano tkivo smo prenesli v centrifugirko, dodali 4 
ml preparacijske raztopine in centrifugirali 4 min na 1200 obratih/min pri sobni temperaturi. 
Nastali supernatant smo odlili, usedlini dodali 4 ml preparacijske raztopine in s pomoĉjo 
pipete suspenzijo moţganskega tkiva mehansko razbili. Celoten postopek centrifugiranja in 
suspendiranja smo nato še enkrat ponovili pri enakih pogojih. 
Nastalo suspenzijo smo prenesli v petrijevke in s pomoĉjo pipet in injekcijskih igel razliĉnih 
lumnov (25 μm, 22 μm, 20 μm) mehansko razdrobili in homogenizirali. Moţgansko tkivo 
smo nato prek sterilne najlonske mreţice Nitrex, z velikostjo špranj 75 μm, precedili v 
centrifugirko. Po ponovnem centrifugiranju smo supernatant odlili, dodali 14 ml hranilnega 
medija, suspenzijo pa prenesli v gojilne stekleniĉke in jih postavili v inkubator (temperatura 
37 °C, 95 % zraka in 5 % CO2).  
Ko so celiĉne kulture prviĉ postale konfluentne, smo zamenjali medij in jih ponovno 
inkubirali za 6 ur v inkubatorju (37 °C, mešanica 95 % zraka in 5 % CO2). Sledilo je 20-urno 
stresanje pri 100 obratih/min.  
Postopek menjave medija in stresanja smo ponovili trikrat. S tem smo odstranili 
kontaminirajoĉe celice – mikroglijo, ki se za razliko od astrocitov ne morejo tako uĉinkovito 
pritrditi na površino gojilne posode, s katero se stikajo.  
Po odstranitvi mikroglije smo od stiĉnih ploskev posodice loĉili tudi astrocite, in sicer tako, 
da smo odlili medij, nato dodali 10 ml hranilnega medija, ga ponovno odlili in dodali 4 ml 
raztopine tripsin-EDTA. Celice smo nato postavili v inkubator na 37 °C, z mešanico 95 % 
zraka in 5 % CO2, za 20 min. Sledil je prenos celic v druge stekleniĉke, dodali smo 10 ml 
hranilnega medija in jih za 24 ur postavili v inkubator. Po konĉani inkubaciji smo ponovno 
zamenjali medij, s ĉimer smo odstranili tripsin-EDTA. 
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Ko so kulture astrocitov postale drugiĉ konfluentne (po pribliţno 1 tednu), smo odlili medij, 
dodali 10 ml hranilnega medija, ga ponovno odlili in dodali tripsin-EDTA, ki je omogoĉil 
odstop celic od podlage. Kulture smo presadili na gojilne plošĉe z 12 razdelki. V nadaljnjih 
treh tednih gojenja smo spremljali njihovo rast pod mikroskopom, nakar so sledili poskusi. 
Vse poskuse smo izvajali na omenjenih mikrotitrskih plošĉah z 12 razdelki. 
4.2 Privzem dopamina v celične kulture astrocitov 
4.2.1 Privzem dopamina v celične kulture astrocitov ob prisotnosti/ odsotnosti 
zaviralcev encimov MAO/COMT in prenašalca DAT   
Najprej smo naredili osnovne poskuse, katerih cilj je bil doloĉiti najoptimalnejše pogoje za 
izvajanje našega nadaljnjega eksperimentalnega dela. Predvsem sta nas tukaj zanimala 
najoptimalnejša starost celiĉnih kultur pri privzemu radioaktivno oznaĉenega [3H]-dopamina 
in vpliv prisotnosti oziroma odsotnosti zaviralcev encimov COMT (katehol-O-metil 
transferaza) in MAO (monoaminooksidaza). Hkrati pa smo ţeleli takoj preveriti in primerjati, 
kako vsi ti pogoji v kombinaciji s selektivnim zaviralcem DAT (GBR-12909) vplivajo na 
privzem dopamina v astrocite celiĉnih kultur moţganske skorje. Poskuse smo izvajali v treh  
paralelkah.  
Poskus smo izvajali na celiĉnih kulturah astrocitov moţganske skorje, ki smo jih vzdrţevali 
en, dva ali tri tedne v drugi pasaţi. Celiĉne kulture astrocitov na mikrotitrskih plošĉah smo 
hranili v inkubatorju pri 37 °C. Odstranili smo medij za gojenje in plošĉi dvakrat sprali z 1 ml 
ustreznega medija za privzem. Medij smo segreli na 37 °C. Pri omenjeni temperaturi poteka 
celokupni privzem.   
Poleg osnovnega medija za privzem dopamina smo iz slednjega pripravili še tri razliĉne 
medije. Pri prvem mediju smo dodali osnovnemu mediju pargilin (zaviralec encima MAO), 
katerega konĉna koncentracija v vdolbinici je bila 0,1 mM. Drugemu mediju smo dodali 
tropolon (zaviralec encima COMT) s konĉno koncentracijo v vdolbinici 0,1 mM. Zadnjemu 
pa smo dodali tropolon in pregelin. Oba sta imela v vdolbinici konĉno koncentracijo 0,1 mM. 
A –  pufer za privzem s       
B –  9900 µl pufra za privzem s       + 100 µl   
   M inhibitorja MAO (konĉna 
koncentracija inhibitorja      M) 
C – 9900 µl pufra za privzem s       + 100 µl   
   M inhibitorja COMT (konĉna 
koncentracija inhibitorja      M) 
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D – 9800 µl pufra za privzem s       + 100 µl   
   M inhibitorja COMT + 100 µl 
     M inhibitorja MAO (konĉna koncentracija inhibitorja      M) 
E –  pufer za privzem s       
F –  9800 µl pufra za privzem s       + 100 µl   
   M inhibitorja COMT + 100 µl 
     M inhibitorja MAO (konĉna koncentracija inhibitorja      M) 
V vdolbinice smo dodali 450 µl ustreznega pufra za privzem. Posamezne celiĉne kulture 
astrocitov (E, F) smo 20 min inkubirali z 10 µM selektivnim zaviralcem prenašalca DAT 
(GBR 12909) in nato po dodanem 30 nM radioaktivno oznaĉenem [3H]-dopaminu še vse 
celiĉne kulture inkubirali dodatnih 20 min. Radioaktivno oznaĉen [3H]-dopamin je obĉutljiv 
na svetlobo, zato smo vsebnik zašĉitili z aluminijasto folijo, dodajanje dopamina pa smo 
izvajali v temi. Ob inkubacija je bila naša mikrotitrska plošĉa prav tako zavita v folijo.   
4.2.2 Časovna odvisnost privzema dopamina v celične kulture astrocitov korteksa  
Najprej smo na razliĉno starih celiĉnih kulturah astrocitov moţganske skorje preverili, kako 
se privzem radioaktivno oznaĉenega [3H]-dopamina spreminja s ĉasom inkubacije. Poleg na 
razliĉno starih celiĉnih kulturah moţganske skorje smo enak poskus naredili tudi na celiĉnih 
kulturah striatuma, ker nas je zanimalo, ali se bo privzem dopamina v astrocite iz razliĉnih 
delov moţganov razlikoval. Pri obeh smo ugotavljali, kako se spreminja koliĉina privzetega 
radioaktivno oznaĉenega [3H]-dopamina glede na ĉas inkubacije. Pri astrocitih moţganske 
skorje smo inkubirali celiĉne kulture, ki smo jih vzdrţevali en ali tri tedne v drugi pasaţi. Pri 
astrocitih striatuma pa smo delali poskuse le na celiĉnih kulturah, ki smo jih vzdrţevali tri 
tedne v drugi pasaţi. Poskuse smo izvajali pri 4 °C in 37 °C. Pri 4 °C poteka nespecifiĉen 
privzem dopamina v obliki difuzije, endocitoze ali pa zunajceliĉne vezave. Pri 37 °C poteka 
celokupni privzem, to je vsota nespecifiĉnega in specifiĉnega privzema (prenos prek 
prenašalcev).    
Celiĉne kulture astrocitov na plošĉah smo hranili v inkubatorju pri 37 °C. Plošĉam smo 
odstranili medij za gojenje in jih spirali. Tiste s celiĉnimi kulturami moţganske skorje smo 
najprej 2-krat sprali z 1 ml pufra za privzem s       (pufer je vseboval   
  ). Celiĉne 
kulture astrocitov striatuma smo spirali 4-krat z isto koliĉino in istim pufrom kot celiĉne 
kulture moţganske skorje. Pufri so bili glede na poskus ohlajeni ali segreti na 4 °C oziroma 
37 °C. Nadaljnji del poskusa smo pri obeh celiĉnih kulturah izvajali enako. V posamezne 
vdolbinice smo dodali 450 µl pufra s     . Nato smo v vse vdolbinice dodali 50 µl 
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radioaktivno oznaĉenega [3H]-dopamina s konĉno koncentracijo v vdolbini 30 nM. V prvi 
stolpec, ki smo ga uporabili kot slepi vzorec, smo odmerili le 500 µl pufra za privzem.  
Posamezne vzorce smo razliĉno dolgo inkubirali z dopaminom pri 37 °C in 4 °C: 60 min, 45 
min, 30 min, 20 min, 15 min, 10 min in 5 min. Zaĉeli smo z dodatkom radioaktivno 
oznaĉenega [3H]-dopamina v vzorec, ki se je moral inkubirati 60 min, in 5 min pred koncem 
dodali zadnjega, ki je se je ĉasovno inkubiral ravno toliko ĉasa.   
4.2.3 Koncentracijska odvisnost privzema dopamina v celične kulture astrocitov 
korteksa in striatuma ter privzem dopamina v celične kulture astrocitov 
striatuma ob prisotnosti selektivnega zaviralca DAT (koncentracijska odvisnost) 
V drugi seriji poskusov na celiĉnih kulturah astrocitov moţganske skorje in striatuma smo 
ugotavljali privzem dopamina v odvisnosti od razliĉne koncentracije radioaktivno 
oznaĉenega [3H]-dopamina in koncentracijsko odvisnost privzema dopamina ob 
predinkubaciji s selektivnim zaviralcem DAT (GBR – 12909). 
Najprej smo plošĉe 4-krat sprali z 1 ml pufra, ki je vseboval      . Sledila sta dodatek istega 
pufra za privzem, s katerim smo spirali, in ustrezna koliĉina radioaktivno oznaĉenega [3H]-
dopamina, da je ta na koncu v vdolbinicah imel naslednje konĉne koncentracije: 5 nM, 10 
nM, 20 nM, 30 nM, 50 nM, 70 nM, 100 nM in 150 nM. Celiĉne kulture smo z dopaminom v 
omenjenih koncentracijah inkubirali 20 min. 
Sledila je ponovitev poskusa koncentracijske odvisnosti pri 37 °C na celiĉnih kulturah 
striatuma. Poskus smo izvajali na enak naĉin kot zgoraj, le da smo pred dodatkom razliĉnih 
koncentracij radioaktivno oznaĉenega [3H]-dopamina celiĉne kulture inkubirali 15 min še s 
selektivnim zaviralcem prenašalca DAT (GBR – 12909) s konĉno koncentracijo v vzorcu 1 
nM. 
4.2.4 Koncentracijska odvisnost privzem dopamina v celične kulture astrocitov 
možganske skorje in striatum ob uporabi pufrov z in brez     ionov ter ob 
predhodni inkubaciji z ouabainom 
V naslednji seriji poskusov na celiĉnih kulturah astrocitov moţganske skorje in striatuma smo 
ponovno raziskovali privzem dopamina v odvisnosti od razliĉne koncentracije inkubacije 
radioaktivno oznaĉenega [3H]-dopamina in hkrati ţeleli definirati, ali je njegov privzem 
odvisen od prisotnosti ionov natrija v mediju inkubacije. Ugotoviti smo ţeleli, ali imamo v 
astrocitih izraţene aktivne prenašalce (»privzem 1«), ki so odvisni od prisotnosti natrijevih 
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ionov, ali se prenaša dopamin z olajšano difuzijo (»privzem 2«), ki omogoĉa prenos 
dopamina tudi v okolju brez omenjenega iona. Z enakimi nameni smo astrocite predhodno 
inkubirali z ouabainom, ki je glikozid, ki deluje tako, da zavira    /  -ĉrpalko, kar vodi do 
poveĉanja znotrajceliĉnega natrija. 
Naše celiĉne kulture astrocitov moţganske skorje in striatuma smo inkubirali z razliĉnimi 
koncentracijami dopamina pri temperaturi 37 °C (celokupni privzem) ob prisotnosti/ 
odsotnosti natrijevih ionov v pufru za privzem. Najprej smo plošĉe 4-krat sprali z 1 ml 
ustreznega pufra, ki je vseboval CaCl2. Poskusa smo izvajali enako na celiĉnih kulturah 
astrocitov moţganske skorje in striatuma. Sledila sta dodatek istega pufra za privzem, s 
katerim smo spirali, in ustrezna koliĉina radioaktivno oznaĉenega [3H]-dopamina, da je ta na 
koncu v vdolbinicah imel naslednje konĉne koncentracije: 5 nM, 10 nM, 20 nM, 30 nM, 50 
nM, 70 nM, 100 nM in 150 nM. Celiĉne kulture smo z dopaminom v omenjenih 
koncentracijah inkubirali 20 min. 
Sledil je še poskus koncentracijske odvisnosti pri 37 °C ob predinkubaciji celiĉnih kultur 
striatuma z uuabainom. Izvajali smo ga na enak naĉin kot prehodne poskuse, s to razliko, da 
smo celiĉne kulture pred dodatkom razliĉnih koncentracij radioaktivno oznaĉenega [3H]-
dopamina inkubirali 30 min še z ouabainom s konĉno koncentracijo v vzorcu 1 mM. 
4.2.5 Zaviranje privzema dopamina v astrocite možganske skorje in striatuma  
V zadnji fazi smo izpeljali še poskus, s katerimi smo na ţeleli preveriti, kako na privzem 
radioaktivno oznaĉenega [3H]-dopamina v celiĉnih kulturah astrocitov moţganske skorje in 
striatuma vplivajo razliĉni zaviralci z razliĉno afiniteto do aktivnih prenašalcev. Poskus smo 
enako izpeljali na celiĉnih kulturah astrocitov in celiĉnih kulturah striatuma. Plošĉe smo 2-
krat sprali z medijem za privzem s      ioni. Pred dodatkom radioaktivno oznaĉenega [3H]-
dopamina smo celiĉne kulture še 20 min inkubirali z enim izmed zaviralcev (SKF91488, 
GBR12909, nortriptilin, amitriptilin in dezipramin) v razliĉnih konĉnih koncentracijah (1 
nM–10 μM). Vzorec smo inkubirali s posameznimi zaviralci 20 min, nato smo dodali 
radioaktivno oznaĉen [3H]-dopamin in inkubirali še dodatnih 20 min. 
4.2.6 Koncentracijska odvisnost privzem dopamina v celične kulture astrocitov 
možganske skorje od pH pufra 
Naše raziskave smo zakljuĉili s poskusi na celiĉnih kulturah astrocitov moţganske skorje, 
kjer smo ţeleli ugotoviti, ĉe in kako na privzem dopamina vpliva pH okolja celice. Zanimalo 
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nas je, ali je fiziološki pH (7,4) najoptimalnejši za privzem dopamina. Celice smo inkubirali 
pri razliĉnih koncentracijah radioaktivno oznaĉenega [3H]-dopamina pri 37 °C (celokupni 
privzem), pri pH 7,4 in nato še pri 37 °C s pufrom za privzem s pH 6.  
Isti poskus smo izvajali pri 37 °C, pri pH pufra 7,4 in pri 37 °C ter pri pH pufra 6,4. Plošĉe 
smo spirali 4-krat s pufrom za privzem z ustreznim pH. Sledila sta dodatek medija za privzem 
in ustrezna koliĉina radioaktivno oznaĉenega [3H]-dopamina, da je ta na koncu v vdolbinicah 
imel naslednje konĉne koncentracijo: 5 nM, 10 nM, 20 nM, 30 nM, 50 nM, 70 nM, 100 nM 
in 150 nM. Celiĉne kulture smo z dopaminom v omenjenih koncentracijah inkubirali 20 min. 
4.3 Določanje privzetega dopamina 
Po preteĉenem ĉasu smo plošĉe 3-krat sprali z mrzlim pufrom. Pufer ni vseboval       in je 
bil tako brez kalcijevih ionov. Dodali smo 300 µl 0,5M NaOH, da so celiĉne kulture 
odstopile od podlage. Plošĉe smo prilepili na stresalnik in jih stresali 10 min pri 200 
obratih/min, da so se celice razbile in lizirale. Del vzorca (250 µl) smo dodali v 
Eppendorfove epruvete z okroglim dnom. Preostali del lizata smo dali v Eppendorfove 
epruvete in zamrznili na –20 °C. Kasneje smo ga uporabili za doloĉanje proteinov. 
Koliĉino privzetega [3H]-dopamina v celicah smo doloĉili s tekoĉinskim scintilacijskim 
števcem MicroBeta Trilux (Perkin Elmer, ZDA). Tekoĉinski scintilacijski števec je aparatura 
za kvantitativno merjenje radioaktivnih izotopov z nizko energijsko vrednostjo, predvsem 
izotopov, ki oddajajo beta- in alfa- ţarke. Metoda temelji na dejstvu, da doloĉene snovi, ko 
jih obsevamo, izsevajo blisk svetlobe oziroma scintilirajo. Ĉe te materiale poveţemo z 
ojaĉevalnikom (fotopomnoţevalko), lahko te scintilacije pretvorimo v elektriĉne signale, ki 
jih potem analiziramo in štejemo. Za uĉinkovito prenašanje oddane energije v svetlobo in 
nato v elektriĉne signale morajo scintilacijski koktajli vsebovati dve osnovni komponenti: 
aromatska topila in scintilatorje.  
V Eppendorfove epruvete smo odpipetirali 250 µL vzorca in mu dodali 1500 µl tekoĉine 
Aquasol, ki predstavlja naš scintilacijski koktajl. V naših vzorcih pri razpadu [3H]-dopamina 
nastaja sevanje β. Ko delci β zadenejo scintilator, ti povzroĉijo vzbujeno stanje elektronov, ki 
po prehodu nazaj v osnovno stanje proizvajajo svetlobne impulze. Ti zadenejo 
fotopomnoţevalki, ki sta pri MicroBeta Trilux namešĉeni ena nad in druga pod vzorcem. S 
takšno postavitvijo omogoĉata dobro geometrijo in optimizacijo štetja, saj detektor upošteva 
le signale, ki dospejo do obeh fotopomnoţevalk, ostalo se upošteva kot šum ozadja.  
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Aparat rezultate meritev poda v številu elektriĉnih signalov na minuto (angl. counts per 
minute – CPM) in v številu β-razpadov na minuto (angl. disintegrations per minute – DPM), 
uĉinkovitost štetja pa je razmerje med njima (angl. efficacy – EFF). 
            
Enačba 1: Število β-razpadov na minuto (angl. disintegrations per minute – DMP) 
Meritve so potekale pri sobni temperaturi in tlaku. Podani vrednosti DPM smo odšteli srednjo 
vrednost DPM slepega vzorca in nato koncentracijo [
3
H]-dopamina v vzorcu izraĉunali po 
enaĉbi 2. 
                                   
  
    
  
Enačba 2: Izraĉun koncentracije [3H]-dopamina v vzorcu 
                
4.4 Določanje količine proteinov z metodo po Bradfordu 
Koncentracijo proteinov smo doloĉili z metodo po Bradfordu. Gre za kolorimetriĉno, 
spektrofotometriĉno metodo za kvantitativno doloĉanje proteinov, pri kateri merimo 
spremembo v absorbanci barvila Coomassie Brilliant Blue G-250. Barvilo obstaja v treh 
razliĉnih ionskih oblikah. V baziĉnih pogojih prevladujeta rdeĉa in zelena oblika barvila, 
katerih absorpcijski maksimum sta pri 470 nm in 650 nm. V kislih pogojih se rdeĉa oblika 
barvila pretvori v modro obliko, ki se veţe na beljakovino. Ĉe se barvilo ne veţe na 
beljakovine, bo raztopina ostala rjava. Anionska modra oblika barvila, ki se v kisli raztopini 
veţe na protein, ima absorpcijski maksimum pri 590 nm. 
 Za pripravo umeritvene premice, ki smo jo izvedli v dveh paralelkah, smo uporabili 
narašĉajoĉe koliĉine standarda »Bio – Rad Protein Assay Standard I« v naslednjih volumnih: 
2,5 μl, 5 μl, 8 μl, 10 μl, 20 μl in 30 μl. V epruvete smo dodali še bidestilirano vodo, da je 
konĉni volumen vsake epruvete znašal 800 μl. Sledilo je 200 μl reagenta za barvanje »Bio – 
Rad Protein Assay«, ki vsebuje barvilo Coomassie Briliant Blue G-250. Epruvete smo dobro 
premešali in dodali njihovo vsebino v mikrotitrske plošĉe.  
Odmrznili smo lizat astrocitov, ki smo ga v prejšnjih korakih zamrznili na –20 °C, in 8 μl 
posameznega vzorca iz epice dodali v vdolbinico mikrotitrske plošĉe. Poskus smo izvajali v 
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dveh paralelah. V vse vdolbinice smo dodali še 152 μl destilirane vode in 40 μl reagenta za 
barvanje »Bio – Rad Protein Assay«. 
Prek mikrotitrske plošĉe smo nalepili folijo in jo dobro pretresli ter pustili stati na sobni 
temperaturi. Po 30 min smo z UV/VIS-spektrofotometrom (Sunrise, Tecan, Avstrija) 
spektrofotometriĉno izmerili absorbanco pri valovni dolţini 595 nm.  
Absorbanca obarvane raztopine je premo sorazmerna koncentraciji proteinov v vzorcu. 
Koncentracijo proteinov v vzorcu astrocitov smo s pomoĉjo linearne regresije doloĉili na 
podlagi umeritvene premice, katere absorbanco smo izmerili skupaj z absorbanco vzorcev. 
Ko smo izraĉunali enaĉbo premice, smo lahko kateremukoli vzorcu z enako spojino 
spektrofotometriĉno doloĉili koncentracijo. 
        
Enačba 3: Beer-Lamberov zakon pravi, da je pri doloĉeni valovni dolţini λ absorbanca Aλ 
sorazmerna s koncentracijo snovi c (v mol dm-3) v raztopini, ki absorbira, in dolţino poti 
sevanja skozi vzorec b (v cm), kjer je ελ sorazmernostni koeficient za valovno dolţino λ, 
znan kot molarni absorpcijski koeficient izraţen v enoti             . 
4.5 Analiza podatkov 
Analiza podatkov in risanje grafov sta potekala s pomoĉjo raĉunalniškega programa 
GraphPad Prism, razliĉica 8.0 (GraphPad Software Inc., ZDA). Rezultati so prikazani kot 
vsebnost privzetega [
3
H]-dopamina (fmol/mg proteinov). Pri poskusih z zaviralci so rezultati 
prikazani kot odstotek privzema [
3
H]-dopamina v prisotnosti testne substance v primerjavi s 
privzemom [
3
H]-dopamina v istih pogojih, brez dodanih testnih substanc. 
Vse poskuse privzema radioaktivno oznaĉenega [3H]-dopamina v astrocite smo izvedli v treh 
paralelkah. Rezultate smo podali kot aritmetiĉno sredino   standardno napako aritmetiĉne 
sredine (angl. Standard error mean – SEM). Statistiĉno razliko med dvema vzorcema smo 
raĉunali s pomoĉjo Studentovega t-testa. Statistiĉno znaĉilno razliko je predstavljala vrednost 
p ≤ 0,05. 
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5 Rezultati in razprava 
5.1 Privzem dopamina v celične kulture astrocitov ob prisotnosti/odsotnosti zaviralcev 
encimov MAO/COMT in prenašalca DAT   
Poskuse smo zaĉeli izvajati na razliĉno (1, 2 in 3 tedne) starih celiĉnih kulturah moţganske 
skorje, ker smo ţeleli doloĉiti najoptimalnejše pogoje privzema dopamina v astrocite. Iz 
grafov na sliki 8 je razvidno, da v celicah astrocitov moţganske skorje prihaja do 
prevzemanja radioaktivno oznaĉenega [3H]-dopamina. Privzem radioaktivno oznaĉenega 
dopamina je odvisen od ĉasa gojenja celic v drugi pasaţi in je bistveno veĉji pri celicah, ki 
smo jih v drugi pasaţi vzdrţevali 3 tedne, kot ĉe smo jih vzdrţevali le 1–2 tedna. Hansson s 
sodelavci, ki je preuĉeval privzem dopamina v astrocite iz moţganske skorje in jih je  vzgajal 
v drugi pasaţi le dva tedna, ni dokazal visokoafinitetnega privzema dopamina, dokazal pa je 
privzem glutamata in GABE. Ĉe se astrocite v drugi pasaţi goji dlje ĉasa, prihaja 
najverjetneje do veliko veĉjega izraţanja in aktivnosti prenašalcev, zato so te najprimernejše 
za nadaljnje raziskovanje prenašalcev na celiĉnih kulturah astrocitov. Majhne vrednosti 
privzema (v enotah fmol/mg) lahko pripišemo inkubaciji z zelo nizko koncentracijo 
radioaktivno oznaĉenega [3H]-dopamina (30 nM) (37,38).  
   
Slika 8 Vpliv zaviralcev encimov MAO (B) in COMT (C) ter kombinacije obeh (D) na privzem 
dopamina v celice astrocitov moţganske skorje. 1, 2 in 3 tedne stare celice smo inkubirali 20 min s 30 
nM radioaktivno oznaĉenega [3H]-dopamina v mediju, ki ni/ je vseboval ustrezen zaviralec MAO 
in/ali COMT. Celice (E), ki niso vsebovale zaviralcev MAO in COMT, in celice (F), ki so omenjene 
zaviralce v mediju vsebovale, smo predhodno inkubirali z 10 µM GBR – 12909. Stolpci predstavljajo 
srednjo vrednost  SEM treh paralelk, ki smo jih izvajali pri istem poskusu. Statistiĉno znaĉilnost smo 
preverili z enosmerno analizo variance (angl. one – way ANOVA). 
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V poskusu smo ugotovili, da zaviralci encimov MAO in COMT ne vplivajo na privzem 
dopamina v astrocite. Kot je razvidno iz slike 8, se koliĉine privzetega radioaktivno 
oznaĉenega [3H]-dopamina ob prisotnosti zaviralcev MAO (B), COMT (C) ali obeh 
zaviralcev (D) niso statistiĉno znaĉilno razlikovale od koliĉin privzetega dopamina, 
izmerjenega v kontrolnih razmerah (A). Zaviralci encimov razgradnje niso vplivali na 
koliĉino privzema dopamina. 
Enaka ugotovitev velja ne glede na ĉas gojenja celic v drugi pasaţi. Razlaga za omenjene 
rezultate bi lahko bila, da naša scintilacijska naprava zazna tricij, ĉeprav dopamin razgradita 
encima MAO in COMT, zato ob prisotnosti oziroma odsotnosti zaviralcev encimov ni razlike 
v koliĉini privzema. 
Za nadaljnje poskuse smo uporabili celice, ki smo jih 3 tedne vzdrţevali v drugi pasaţi. 
Privzem smo raziskovali brez prisotnosti inhibitorjev MAO in COMT.  
Naslednja ugotovitev, ki smo jo ţeleli preveriti, je, kako vpliva prisotnost snovi GBR – 
12909, selektivnega zaviralca DAT, na privzem dopamina v astrocite moţganske skorje. 
Celiĉne kulture astrocitov smo predinkubirali 20 min z 10 µM GBR – 12909. Pomembnega 
vpliva GBR – 12909 na prenos dopamina v naši raziskavi nismo zaznali. Kot je razvidno iz 
slike, se ob inkubaciji astrocitov s 30 nM radioaktivno oznaĉenim [3H]-dopaminom in ob 
predinkubaciji zaviralca GBR – 12909 (vzorec F) njegov privzem ni signifikantno zmanjšal v 
primerjavi z vzorcem D, ki je imel enake razmere, vendar ni bil predhodno inkubiran z GBR 
– 12909. Znano je, da GBR – 12909 privzem dopamina v nevrone zavira pri nizkih 
koncentracijah (IC = 1 nM), kar pomeni, da se izraţanje DAT na nevronih in astrocitih 
moţganske skorje razlikuje in da omenjeni prenašalec ne igra tako pomembne vloge pri 
prenosu dopamina v astrocite moţganske skorje, kar se sklada z rezultati iz prejšnjih 
opravljenih študij. V moţganski skorji miši in podgan  so ugotovili, da se izraţajo le majhne 
koliĉine selektivnega  prenašalca za dopamin (DAT), zato so sklepali, da poteka 
visokoafinitetni privzem dopamina preko prenašalca za noradrenalin NET in preko 
neselektivnih nizkoafinitetnih prenašalcev PMAT  in OCT3 (33,39). 
5.2 Časovna odvisnost privzema dopamina v celične kulture astrocitov možganske 
skorje in striatuma  
Nadaljevali smo s poskusi, pri katerih smo raziskovali privzem radioaktivno oznaĉenega 
[
3
H]-dopamina v odvisnosti od ĉasa inkubacije pri 4 °C (nespecifiĉni privzem) in 37 °C 
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(celokupni privzem). S poskusi smo poskušali doloĉiti najoptimalnejši ĉas inkubacije za 
nadaljnje poskuse. Nespecifiĉni privzem, ki smo ga izmerili pri 4 °C, je enak difuziji, 
endocitozi ali pa zunajceliĉni vezavi. Celokupni privzem, ki smo ga izmerili pri 37 °C, pa je 
enak nespecifiĉnemu in specifiĉnemu privzemu. Zadnji je enak prenosu prek prenašalcev. 
Poskuse smo izvajali na 1 in 3 tedne starih celiĉnih kulturah moţganske skorje ter na 3 tedne 
starih astrocitih striatuma. 
Pri astrocitih, vzgojenih iz moţganske skorje, ki smo jih vzdrţevali 1 teden v drugi pasaţi, je 
privzem tako pri 37 °C kot pri 4 °C glede na ĉas inkubacije narašĉal in padal nesorazmerno 
ne glede na ĉas inkubacije. Kot je razvidno iz slike 8, je bila pri nespecifiĉnem privzemu 
koliĉina privzetega dopamina skozi celoten ĉasovni interval veĉja kot pri celokupnem. 
Rezultati, ki smo jih dobili pri 1 tednu starih astrocitih, nakazujejo, da se prenašalci za 
privzem takrat še ne izrazijo popolnoma, saj skozi celoten ĉasovni interval prevladuje 
nespecifiĉni privzem, ki je enak difuziji, endocitozi ali zunajceliĉni vezavi in ne privzemu 
prek prenašalcev (slika 8 – levo). 
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Slika 9 Ĉasovna odvisnost privzema dopamina v astrocite novorojene podgane. 1 teden (levo) in 3 
tedne (desno) stare celice smo inkubirali v mediju s pH 7,4 pri temperaturi 4 °C (ĉrna) in 37 °C 
(rdeĉa). Dopamin smo inkubirali v ĉasovnih intervalih 5 min, 10 min, 15 min, 20 min, 30 min, 45 min 
in 60 min. Toĉke na grafu predstavljajo povpreĉno vrednost meritev  SEM (n = 3). 
Pri astrocitih iz moţganske skorje, ki smo jih v drugi pasaţi vzdrţevali 3 tedne, je celokupni 
privzem narašĉal sorazmerno s ĉasom inkubacije in pri 60 min inkubacije dosegel vrednost 
29,94 fmol/mg. Plato ni bil doseţen, zato smo ga izraĉunali z ekstrapolacijo. Izraĉunan 
maksimum je znašal 39,71 fmol/mg. Nespecifiĉni privzem (4 °C) je prav tako narašĉal 
sorazmerno, vendar je dosegel plato med 15 min in 20 min inkubacije. Celokupni privzem 
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(37 °C) je bil pri vseh ĉasovnih intervalih statistiĉno znaĉilno veĉji kot nespecifiĉni privzem 
(4 °C).  
Enak poskus smo izvajali tudi na celiĉnih kulturah astrocitov striatuma. Poskuse na celiĉnih 
kulturah striatuma smo izvajali le na celiĉnih kulturah, ki smo jih 3 tedne vzdrţevali v drugi 
pasaţi pri 4 °C in 37 °C. Celokupni privzem je s ĉasom inkubacije narašĉal in po 60 min 
inkubacije dosegel vrednost 44,367 fmol/mg. Po 60 min inkubacije privzem ni dosegel 
platoja, zato smo ga izraĉunali. Izraĉunan maksimalni privzem je znašal 77,44 fmol/mg. 
Nespecifiĉni privzem (4 °C) ni veĉ narašĉal po 30 min inkubacije. Celokupni privzem (37 
°C) je od nespecifiĉnega veliko veĉji od 30 min inkubacije naprej. 
Iz grafov na sliki 10 je razvidno, da se privzema radioaktivno oznaĉenega [3H]-dopamina v 
celiĉne kulture astrocitov moţganske skorje in striatuma razlikujeta. Privzem [3H]-dopamina 
v astrocite striatuma je po 20 min veliko veĉji kot v astrocite moţganske skorje. 
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Slika 10 Ĉasovna odvisnost privzema dopamina v astrocite novorojene podgane v celiĉnih kulturah 
astrocitov moţganske skorje (prvi graf) in striatuma (drugi graf). 3 tedne stare celiĉne kulture 
astrocitov smo inkubirali v mediju s pH 7,4 pri temperaturi 4 °C (ĉrna) in 37 °C (rdeĉa). Dopamin 
smo inkubirali v ĉasovnih intervalih 5 min, 10 min, 15 min, 20 min, 30 min, 45 min in 60 min. Tretji 
graf prikazuje primerjavo med celokupnim privzemom striatuma in moţganske skorje. Toĉke na grafu 
predstavljajo povpreĉno vrednost meritev  SEM (n = 6). Vsi grafi predstavljajo analizo z nelinearno 
regresijo.  
Nadaljnje poskuse smo glede na omenjene ugotovitve izvajali na 3 tedne starih celiĉnih 
kulturah in jih z radioaktivno oznaĉenim dopaminom inkubirali 20 min, ker se mora za laţje 
raĉunanje hitrosti privzema radioligand inkubirati v ĉasu, ko njegov privzem še narašĉa. 
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5.3 Koncentracijska odvisnost privzema dopamina v celične kulture astrocitov 
možganske skorje in striatuma ter privzem dopamina v celične kulture astrocitov 
striatuma ob prisotnosti selektivnega zaviralca DAT (koncentracijska odvisnost) 
V naslednjem poskusu smo doloĉali koncentracijsko odvisnost privzema dopamina v celiĉne 
kulture astrocitov moţganske skorje in striatuma ter izraĉunali kinetiĉne parametre privzema. 
Celice smo 20 min inkubirali pri 4 °C in 37 °C ob dodatku razliĉnih koncentracij 
radioaktivno oznaĉenega [3H]-dopamina (koncentracijski razpon od 5 nM do 150 nM).  
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Slika 11 Koncentracijska odvisnost privzema radioaktivno oznaĉenega [3H]-dopamina v astrocite 
novorojene podgane. 3 tedne stare celice astrocitov moţganske skorje smo inkubirali v mediju s pH 
7,4 pri temperaturi 4 °C (ĉrna) in 37 °C (rdeĉa). Toĉke na grafu predstavljajo povpreĉno vrednost 
meritev  SEM (n = 3). Zgornja grafa predstavljata privzem radioaktivno oznaĉenega dopamina 
(fmol/mg proteinov) v odvisnosti od inkubacije razliĉnih koncentracij radioaktivno oznaĉenega [3H]-
dopamina (koncentracijski razpon od 5 nM do 150 nM). Spodnja grafa pa predstavljata hitrost 
privzema (fmol/mg proteinov/ min) v odvisnosti od inkubacije astrocitov z razliĉnimi koncentracijami 
radioaktivno oznaĉenega [3H]-dopamina.  
Kot je razvidno iz grafov na sliki 11, je pri celiĉnih kulturah astrocitov moţganske skorje 
nespecifiĉni privzem sorazmerno narašĉal v odvisnosti od koliĉine dodanega radioaktivno 
oznaĉenega [3H]-dopamina in ob inkubaciji 150 nM ni dosegel platoja. Celokupni privzem je 
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postal signifikantno veĉji od nespecifiĉnega privzema šele pri inkubaciji astrocitov z 
radioaktivno oznaĉenim [3H]-dopaminom s koncentracijo veĉjo od 30 nM. Tako kot 
nespecifiĉni je tudi ta sorazmerno narašĉal in ob inkubaciji s 150 nM oznaĉenim [3H]-
dopaminom ni dosegel platoja. Iz grafa na sliki 11 je razvidno, da pri privzemu [
3
H]-
dopamina v astrocite moţganske skorje sodeluje en prenašalec.  
Iz celokupnega in nespecifiĉnega privzema smo izraĉunali specifiĉni privzem. Ta je bil skozi 
ĉasovni interval manjši kot nespecifiĉni in pri dodatku 150 nM dopamina ni dosegel platoja. 
V naslednjem koraku smo preverili, ali privzem dopamina poteka skladno s kinetiko po 
Michaelisu in Maud Mentenovi, ter izraĉunali kinetiĉna parametra prenašalca (izraĉunana 
raĉunalniško z nelinearno regresijo). Kinetiĉni parametri privzema [3H]-dopamina v astrocite 
moţganske skorje so predstavljeni v tabeli 4. Prenašalec ima manjšo afiniteto (1063 nM) do 
dopamina, kar je lastnost, ki je bolj podobna olajšani difuziji in »privzemu 2« kot aktivnemu 
prenosu, kar se sklada s predhodnimi ugotovitvami (raziskovalna skupina Inazu in Takeda), 
da prenos dopamina v astrocitih iz moţganske skorje miši in podgan,  poteka preko  
neselektivnih prenašalcev PMAT in OCT3 in so v nasprotju z ugotovitvami raziskovalne 
skupine Inazu in Takeda, ki so pripisali, da se dopamin privzema v astrocite glodalcev preko 
selektivnih prenašalcev za noradrenalin (NET). Privzem dopamina v celiĉne kulture 
astrocitov je bil v vseh raziskavah izveden enako. Raznolikost rezultatov bi lahko razloţili z 
razliĉno pripravo in gojenjem astrocitov ter veliko heterogenostjo in plastiĉnostjo teh celic 
nevroglije. Med razliĉnimi raziskavami lahko v pripravi in gojenju opazimo manjše razlike 
(uporaba razliĉnih sestav medijev za gojenje) vendar je teţko sklepati katera od teh bi lahko 
vpliva na izraţanje prenašalcev ter na razliĉne rezultate raziskav (31,39). 
Preglednica 4 Kinetiĉni parametri privzema [3H]-dopamina v astrocite moţganske skorje 
Km (nM) Cmax 
[fmol/mg] 
(maksimalna 
kapaciteta 
privzema) 
Vmax [
3
H]-
dopamina 
(fmol/ mg 
proteinov/min) 
1063 
 
261,2 
 
13,06 
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Poskus od koncentracije odvisnega privzema radioaktivno oznaĉenega [3H]-dopamina v 
celiĉne kulture astrocitov smo izvedli tudi na celiĉnih kulturah astrocitov striatuma. Iz grafa 
na sliki 11 je razvidno, da pri koncentracijah (od 30 nM do 100 nM) celokupni privzem (37 
°C) dopamina sorazmerno narašĉa, pri višjih koncentracijah (>100 nM) zunajceliĉnega 
dopamina pa krivulja prehaja v plato. Nespecifiĉni privzem je linearen in skozi celoten 
koncentracijski interval manjši od celokupnega privzema. Iz celokupnega in nespecifiĉnega 
privzema smo kot pri astrocitih moţganske skorje izraĉunali specifiĉni privzem. Ta je ĉez 
celoten koncentracijski interval veliko veĉji od nespecifiĉnega.  
Iz grafov na sliki 12 bi lahko sklepali, da se skozi celoten koncentracijski interval dopamin 
prenaša z dvema prenašalcema. Privzem [3H]-dopamina poteka skladno s kinetiko po 
Michaelisu in Maud Mentenovi. Izraĉunali smo še hitrost prenosa ter konstanti Cmax in Km 
z uporabo nelinearne regresije po Michaelisu in Maud Mentenovi. Kinetiĉni parametri 
privzema [
3
H]-dopamina v astrocite striatuma so zapisani v tabeli 5. 
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Slika 12 Koncentracijska odvisnost privzema [
3
H]-dopamina v astrocite novorojene podgane. 3 tedne 
stare celice astrocitov striatuma smo inkubirali v mediju s pH 7,4 pri temperaturi 4 °C (ĉrna) in 37 °C 
(rdeĉa). Toĉke na grafu predstavljajo povpreĉno vrednost meritev ±SEM (n = 6). Zgornja grafa 
predstavljata privzem radioaktivno oznaĉenega dopamina (fmol/mg proteinov) v odvisnosti od 
inkubacije razliĉnih koncentracij radioaktivno oznaĉenega [3H]-dopamina (koncentracijski razpon od 
5 nM do 150 nM). Spodnji graf predstavlja hitrost privzema (fmol/mg proteinov/min) v odvisnosti od 
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inkubacije astrocitov z razliĉnimi koncentracijami radioaktivno oznaĉenega [3H]-dopamina. Desni 
graf predstavljata nelinearno regresijo.   
 
 
 
Preglednica 5 Kinetiĉni parametri privzema [3H]-dopamina v astrocite striatuma 
 Km (nM) cmax 
[fmol/mg] 
Vmax [
3
H]-
dopamina 
(fmol/ mg 
proteinov/min) 
Prenašalec 1 
 
195,3 515,1 
25,76 
Prenašalec 2 Premalo toĉk, 
da bi lahko 
izraĉunali 
  
 
Izraĉunana konstanta privzema je 195,3 nM, maksimalna kapaciteta privzema 515,1 fmol/mg 
in maksimalna hitrost 25,76 fmol/mg proteinov/min. Zaradi majhne konstante Km (velike 
afinitete) in velike hitrosti privzema bi lahko sklepali, da se dopamin preteţno prenaša z 
aktivnim prenašalcem, kar je skladno z rezultati Karakaya in sodelavcev (19). Karakaya je 
prvi dokazal, z metodo RT- PCR, da astrociti izraţajo mRNA za selektivni dopaminski 
prenašalec DAT. Skupina je tudi dokazala, da se 1µM dopamina v astrocite iz straituma 
privzema izkljuĉno preko DAT. V prisotnosti selektivnega zaviralca prenašalca DAT, GBR 
12935, skupina ni izmerila privzema dopamina v striatalne astrocite (40). 
Iz grafa na sliki 12 predpostavljamo, da se pri višjih koncentracijah (150 nM) kinetika 
privzema spremeni in pri privzemu sodelujejo nizkoafinitetni prenašalci, ki prenašajo 
dopamin z olajšano difuzijo. Predpostavljene trditve s kinetiĉnimi parametri nismo mogli 
potrditi, ker imamo na tem obmoĉju premalo toĉk, da bi jih lahko izraĉunali. Ţe zgoraj 
omenjena skupina Karakaya, v in vitro raziskavah na astrocitih striatuma z metodo RT – 
PCR, ni dokazala prisotnosti mRNA prenašalca OCT3 . Nasprotno so z analizo in vivo 
njegovo izraţanje v teh delih moţganov dokazali. Skupina je sklepala, da so pod izbranimi in 
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vitro pogoji njihove raziskave manjkale signalne molekule ali celiĉno-celiĉne interakcije, ki 
so potrebne za stimulacijo izraţanja OCT3 prenašalca (40).           
Poskus pri 37 °C smo ponovili z 20-minutno predinkubacijo z 1 nM GBR – 12909 
(selektivnim zaviralcem DAT). Prenašalec DAT je primer aktivnega prenašalca. Zanimalo 
nas je, ali bo selektivni zaviralec DAT vplival na privzem dopamina in na aktivni prenos v 
astrocitih striatuma. Kot je razvidno iz obeh grafov na sliki 13, selektivni zaviralec DAT 
(aktivni prenašalec), GBR – 12909, najuĉinkoviteje zavira prenos dopamina v astrocite na 
koncentracijskem intervalu od 30 nM do 100 nM, kar je ravno obmoĉje, ki smo ga na 
prejšnjem grafu ocenili kot obmoĉje, kjer se dopamin veĉinoma prenaša z aktivnim prenosom 
in ne z olajšano difuzijo. Pri 150 nM se zaviranje signifikantno zmanjša v primerjavi s 100 
nM. Zmanjšana uĉinkovitost GBR – 12909 pri teh koncentracijah kaţe na manjšo vlogo 
prenosa dopamina z aktivnim prenašalcem DAT, ki se pri teh koncentracijah morda ţe zasiti, 
dopamin pa se zaĉne prenašati z drugimi prenašalci ali pa z olajšano difuzijo.   
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Slika 13 Vpliv selektivnega zaviralca DAT (GBR – 12909) na privzem [3H]-dopamina v 
astrocite striatuma novorojene podgane. Zgornji graf predstavljata privzem radioaktivno 
oznaĉenega dopamina (fmol/mg proteinov) v odvisnosti od inkubacije razliĉnih koncentracij 
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radioaktivno oznaĉenega [3H]-dopamina (koncentracijski razpon od 5 nM do 150 nM). 3 
tedne stare celice astrocitov striatuma smo inkubirali v mediju s pH 7,4 pri temperaturi  4 °C 
(ĉrna), 37 °C (rdeĉa) brez predinkubacija z GBR – 12909 in 37 °C (rjava) z 20-minutno 
predinkubacijo z 1 nM GBR – 12909. Toĉke na grafu predstavljajo povpreĉno vrednost 
meritev  SEM (n = 3). Spodnji graf predstavlja razliko med specifiĉnim privzemom 
dopamina in privzemom ob 20-minutni predinkubaciji z GBR – 12909.  
5.4 Koncentracijska odvisnost privzema dopamina v celične kulture astrocitov 
možganske skorje in striatum ob uporabi pufrov z in brez     ter ob predhodni 
inkubaciji z ouabainom 
Nadaljevali smo s poskusi koncentracijske odvisnosti na celicah astrocitov moţganske skorje 
in striatuma. Celice smo inkubirali v mediju z in brez    , s ĉimer smo ţeleli preveriti, ali je 
prenos dopamina odvisen od prisotnosti    , kar je znaĉilno za aktivni prenos. Olajšana 
difuzija je neodvisna od    . Celice astrocitov moţganske skorje smo 20 min inkubirali pri 
37 °C v mediju ob prisotnosti in odsotnosti     ter ob dodatku razliĉnih koncentracij 
radioaktivno oznaĉenega [3H]-dopamina (koncentracijski razpon od 5 nM do 150 nM). Kot je 
razvidno iz grafa na sliki 14, je privzem v mediju brez     (celokupni privzem) pri vseh 
koncentracijah dopamina (od 5 nM do 150 nM) veĉji ali primerljiv kot pri mediju z natrijem. 
Privzem pri koncentraciji 150 nM ne doseţe maksimuma. Primerljivost obeh celokupnih 
privzemov (oba smo izvajali pri 37 °C) v mediju brez     in v mediju z     skozi celoten 
koncentracijski interval dokazuje, da je prenašalec dopamina v astrocitih moţganske skorje 
neodvisen od prisotnosti natrija. Prenašalci, ki delujejo neodvisno od prisotnosti      so 
prenašalci olajšane difuzije, kar se delno sklada z rezultati, ki so jih dobile raziskovalne 
skupine, ki so potrdile, da privzem dopamina v glialne celice iz moţganske skorje poteka tudi 
preko neselektivnih prenašalcev. V raziskavi Inazuja in sodelavcev iz leta 1999 so tudi 
ugotovili, da astrociti podgan izraţajo nizkoafinitetne prenašalce, ki  so neodvisni od 
natrijevih ionov. V raziskavi Takeda (2002) so pokazali, da olajšana difuzija pripomore k 
privzemu dopamina v astrocite moţganske skorje. Z metodo RT-PCR so dokazali, da astrociti 
podgane izraţajo transporter za organske katione 3 (angl. organic cation transporter 3 OCT-3) 
mRNA. Prenos dopamina v astrocite je bil delno zaviran s pomoĉjo uĉinkovine decinij22 
(selektivni zaviralec OCT3). V vseh raziskavah je imel v nasprotju z našo, nizkoafiniteteni 
prenos odvisen od natrijevih ionov, le delno vlogo pri prenosu dopamina. Razlike v 
raziskavah bi lahko bile posledica razliĉnih razmer v katerih se vzgajajo celiĉne kulture in 
plastiĉnosti ter heterogenosti astrocitov (31,33,39). 
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Slika 14 Vpliv medija brez     na privzema [3H]-dopamina v astrocite moţganske skorje novorojene 
podgane. Grafa predstavljata privzem radioaktivno oznaĉenega [3H]-dopamina (fmol/mg proteinov) v 
odvisnosti od inkubacije razliĉnih koncentracij radioaktivno oznaĉenega [3H]-dopamina 
(koncentracijski razpon od 5 nM do 150 nM) ob prisotnosti (rdeĉa) in odsotnosti (modra)     . Toĉke 
na grafu predstavljajo povpreĉno vrednost meritev  SEM (n = 3). 
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Slika 15 Primerjava privzema v mediju z (levi stolpci) in brez (desni stolpci)      Stolpci 
predstavljajo srednjo vrednost meritev  SEM.  
Enak poskus smo izvajali na celiĉnih kulturah astrocitov striatuma. Celokupni privzem ob 
uporabi medija brez     skozi koncentracijski interval narašĉa in pri 150 nM ne doseţe 
platoja. Skozi celoten koncentracijski interval je manjši od celokupnega privzema, kjer smo 
kot medij uporabili pufer z    . Najveĉja razlika med omenjenima privzemoma se pojavi na 
intervalu od 50 nM do 100 nM. Pri 150 nM postane razlika statistiĉno veliko manjša. 
Omenjene ugotovitve kaţejo, da se dopamin v striatumu prenaša s prenašalci, katerih 
delovanje je odvisno od prisotnosti     (na intervalu od 50 nM do 100 nM), in s prenašalci, 
katerih delovanje ni odvisno od prisotnosti     (od 100 nM naprej). 
Poskus na celicah astrocitov striatuma pri 37 °C in z medijem, ki je vseboval      smo 
ponovili s 30-minutno predinkubacijo z 1 µM ouabaina. Ouabain posredno z zaviranjem 
   /   ATPaze zavira delovanje aktivnih prenašalcev. Privzem je bil skozi celoten 
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koncentracijski interval manjši od celokupnega privzema celic, ki jih pred tem nismo 
predinkubirali z ouabainom. Tako kot pri privzemu v mediju brez     je najveĉja razlika v 
privzemu na intervalu [
3
H]-dopamina na koncentracijskem intervalu med 50 nM in 100 nM. 
Pri višjih koncentracijah [3H]-dopamina (150 nM)     ne vpliva na privzem. 
 
Slika 16 Vpliv medija brez     na privzem [3H]-dopamina v astrocite moţganske skorje novorojene 
podgane. Grafa predstavljata privzem radioaktivno oznaĉenega dopamina (fmol/ mg proteinov) v 
odvisnosti od inkubacije razliĉnih koncentracij radioaktivno oznaĉenega [3H]-dopamina 
(koncentracijski razpon od 5 nM do 150 nM) ob prisotnosti (rdeĉa) in odsotnosti (modra)     ter ob 
predinkubaciji z ouabainom. Toĉke na grafu predstavljajo povpreĉno vrednost meritev  SEM (n = 3). 
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Slika 17: Primerjava privzema [
3
H]-dopamina v astrocite striatuma v mediju z (levi stolpci) in brez 
(desni stolpci)    . Stolpci predstavljajo srednjo vrednost meritev  SEM (n = 3).  
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Slika 18 Primerjava privzema [
3
H]-dopamina brez (levi stolpci) in z (desni stolpci) 20-minutno 
predinkubacijo z ouabainom. Stolpci predstavljajo srednjo vrednost meritev  SEM (n = 3).  
5.5 Zaviranje privzema dopamina v astrocite možganske skorje in striatuma 
V nadaljevanju smo ţeleli preveriti, ali se dopamin v astrocite striatuma in moţganske skorje 
prenaša z aktivnimi prenašalci DAT ali NET. V prvem poskusu smo ţe ugotovili, da 
prisotnost zaviralca DAT ne vpliva na privzem dopamina v astrocite moţganske skorje. V 
tem poskusu smo ţeleli preveriti, ali ima pri privzemu veĉjo vlogo aktivni prenašalec NET in 
kako na ta privzem vplivajo antidepresivi. V ta namen smo predinkubirali celiĉne kulture 
moţganske skorje z razliĉnimi koncentracijami (v razponu 1 nM–10 μM) naslednjih 
zaviralcev: SKF 91488, GBR – 12909, nortriptilin, amitriptilin in dezipramin. GBR – 12909 
je selektivni zaviralec DAT, medtem ko imajo nortriptilin, amitriptilin, SKF91488 in 
dezipramin veĉjo afiniteto do prenašalca NET.  
Kot je razvidno iz grafov na sliki 19, nobena izmed uĉinkovin ne zavira do veĉje mere 
privzema dopamina v astrocite moţganske skorje. Poskus z uĉinkovino GBR – 12909 je 
potrdil to, kar smo ugotovili ţe v prvem poskusu, in sicer da prisotnost zaviralca DAT ne 
spreminja privzema dopamina v astrocite iz moţganske skorje.  
V prejšnjih raziskavah se je izkazalo, da selektivni zaviralci NET zmanjšajo privzem 
dopamina, kar je namigovalo, da se dopamin prenaša s prenašalcem NET. Kot je razvidno iz 
slike, v naši raziskavi nobena izmed navedenih snovi tudi v najvišjih koncentracijah ni 
vplivala na privzem dopamina v astrocite, vzgojene iz moţganske skorje. Iz tega lahko 
sklepamo, da v naših astrocitih prenos ni potekal prek prenašalca NET, kar je v nasprotju z 
rezultati skupine Inazuja in sodelavcev, ki pa so opazili zaviranje privzema dopamina v 
prisotnosti nizoksetina, selektivnega zaviralca prenašalca noradrenalina (NET) (31,39). 
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Slika 19: Vpliv razliĉnih koncentracij SKF91488, GBR12909, nortriptilina, amitriptilina in 
dezipramina na privzem [
3
H]-dopamina v astrocite moţganske skorje novorojene podgane. Privzem je 
potekal v fizioloških razmerah (pH 7,4; temperatura 37 °C). Koncentracije zaviralcev so podane z 
logaritmom koncentracije v vzorcu. Vpliv zaviralcev na privzem dopamina smo prikazali kot odstotek 
privzema dopamina glede na vrednosti privzema vkontrolnem vzorcu. Toĉke na grafu predstavljajo 
povpreĉno vrednost meritev ±SEM (n = 6). 
Enak poskus smo izvajali tudi na celiĉnih kulturah astrocitov striatuma. Predinkubirali smo 
jih z razliĉnimi koncentracijami (v razponu 1 nM–1 mM) naslednjih zaviralcev: SKF91488, 
GBR – 12909, nortriptilin, amitriptilin in dezipramin. Kot je razvidno iz grafov na sliki 20, so 
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amitriptilin (v koncentracijah med 0,1mM in 1,0 mM), nortriptilin (v koncentracijah med 
0,01mM in 1,0 mM) in SKF 91488 (v koncentracijah med 0,01 mM in 1,0 mM) signifikantno 
zavirali privzem dopamina v astrocite striatuma. Rezultati dokazujejo, da se dopamin v 
striatumu prenaša z aktivnimi prenašalci. GBR – 12909, ki je selektivni zaviralec DAT, je 
statistiĉno znaĉilno zaviral privzem dopamina v astrocite striatuma. Do zaviranja je prišlo pri 
višjih koncentracijah spojine. Naši rezultati se skladajo s prejšnjimi raziskavami, kjer so prav 
tako ugotovili, da se dopamin v astrocite striatuma novorojene podgane prenaša z aktivnim 
prenosom in selektivnim prenašalcem DAT.  
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Slika 20 Vpliv razliĉnih koncentracij SKF91488, GBR – 12909, nortriptilina, amitriptilina in 
dezipramina na privzem dopamina v astrocite striatuma novorojene podgane. Privzem je potekal v 
fizioloških razmerah (pH 7,4; temperatura 37 °C). Koncentracije zaviralcev so podane z logaritmom 
koncentracije v vzorcu. Vpliv zaviralcev na privzem dopamina smo prikazali kot odstotek privzema 
dopamina glede na vrednosti privzema v kontrolnem vzorcu. Toĉke na grafu predstavljajo povpreĉno 
vrednost meritev ±SEM (n = 6). 
5.6 Privzem dopamina v celične kulture astrocitov možganske skorje (koncentracijska 
odvisnost) ob različnem pH pufra 
Pri zadnjem poskusu smo ugotavljali, ali je fiziološki pH (7,4) najoptimalnejši za privzem 
dopamina. Astrocite moţganske skorje smo inkubirali pri razliĉnih koncentracijah dopamina 
pri 37 °C (celokupni privzem), s pH 7,4. Nato pa še pri 37 °C s pufrom za privzem s pH 6. 
Kot je razvidno iz grafov na sliki 21, je celokupni privzem pri pH 6 po inkubaciji s 
koncentracijo 30 nM [
3
H]-dopamina signifikantno veĉji od celokupnega privzema pri pH 7,4. 
Oba celokupna privzema pri inkubaciji s koncentracijo 150 nM ne doseţeta platoja. 
Celokupni privzem pri pH 6 pri inkubaciji s koncentracijo 150 nM radioaktivno oznaĉenega 
[
3
H]-dopamina je 221,2 fmol/mg (maksimalni izraĉunani privzem je 11, 917 fmol/mg). 
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Slika 21 Vpliv pH-medija na privzem dopamina v astrocite moţganske skorje novorojene podgane. 
Grafa predstavljata privzem radioaktivno oznaĉenega dopamina (fmol/ mg proteinov) v odvisnosti od 
inkubacije razliĉnih koncentracij radioaktivno oznaĉenega [3H]-dopamina (koncentracijski razpon od 
5 nM do 150 nM) v mediju s pH 7,4 (rdeĉa) in pH 6 (modra). Toĉke na grafu predstavljajo povpreĉno 
vrednost meritev ±SEM (n = 3). 
Vzrok za razlike v privzemu pri razliĉnih pH je lahko v strukturi dopamina, ki je lahko v treh 
oblikah (kationski, anionski ali nevtralni). Pri nevtralnem pH 7,4 je veĉinoma (90 %) v 
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kationski obliki. Pri niţjem pH 6 pa se deleţ kationske oblike v primerjavi z drugimi še 
poveĉa. V eni izmed raziskav so dokazali, da se deleţ kationske oblike dopamina (pKa1 8,86 
in pKa2 10, 5) zmanjša iz 99,9 % na 82 % pri prehodu iz pH 6,0 na pH 8,2. Iz grafov na sliki 
21 je razvidno, da je privzem veĉji pri niţji vrednosti pH oziroma veĉji, ko imamo veĉji 
odstotek kationske oblike, kar bi lahko pomenilo, da je substrat za prenašalca kationska 
oblika dopamina (41).   
Spremembe v interakciji med [
3
H]-dopaminom in DAT ob spremenjenem pH okolja bi lahko 
bile posledica konformacijskih sprememb liganda ali pa prenašalca. Na primer protonirana 
aminska skupina [
3
H]-dopamina lahko medsebojno vpliva z negativno nabito skupino v 
proteinu DAT. 
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6 Sklep 
Na osnovi vseh eksperimentov, ki smo jih opravili v okviru magistrske naloge, lahko 
povzamemo v nadaljevanju predstavljene ugotovitve. Z rezultati eksperimentalnega dela smo 
potrdili prve tri hipoteze in ĉetrto zavrnili.   
Radioaktivno oznaĉen [3H]-dopamin se privzema v astrocite moţganske skorje in striatuma. 
V astrocite iz moţganske skorje, ki smo jih v drugi pasaţi vzgajali 1–2 tedna, se dopamin 
privzema predvsem prek nespecifiĉnega privzema (difuzije), kar pomeni, da prenašalci še 
niso izraţeni. Izrazijo se šele po 3 tednih vzgoje v drugi pasaţi, zato smo tako vzgojene celice 
uporabili za nadaljnje poskuse. 
Privzem radioaktivno oznaĉenega [3H]-dopamina v astrocite moţganske skorje je ĉasovno, 
koncentracijsko in temperaturno odvisen proces. Kinetika privzema dopamina se je v naših 
poskusih razlikovala glede na del moţganov, iz katerega smo izolirali in vzgajali astrocite.  
Koncentracijsko odvisen privzem v astrocitih moţganske skorje ni zasitljiv. Prenašalec ima 
manjšo afiniteto do dopamina (konstanto po Michaelisu in Maud Menten (Km) 1063 nM in 
maksimalno hitrost privzema (Vmax) 13,06 fmol/mg proteina/min), kar je lastnost 
neselektivnih prenašalcev, ki prenašajo substrate s procesom olajšane difuzije. 
Predpostavljeno teorijo, da se v astrocitih moţganske skorje dopamin privzema z olajšano 
difuzijo, smo preverili še s poskusom v mediju, ki ni vseboval    . Celokupni privzem pri 
astrocitih moţganske skorje v mediju brez in z     ni kazal veĉje razlike, kar dokazuje, da 
prenos ni odvisen od prisotnosti    . To je tudi lastnost olajšane difuzije. V poskusih, kjer 
smo preverjali vpliv zaviralcev aktivnih prenašalcev DAT in NET na privzem dopamina, smo  
potrdili, da se dopamin v moţganski skorji ne prenaša s prenašalcem DAT. Ker ni bilo 
signifikantne razlike v prenosu dopamina niti pri predinkubaciji s selektivnimi zaviralci 
prenašalca NET, lahko sklepamo, da se dopamin v tem delu moţganov v astrocite ne prenaša 
niti s tem specifiĉnim prenašalcem. Vsi poskusi, ki smo jih opravili na astrocitih moţganske 
skorje, dokazujejo, da se dopamin ne privzema z aktivnim prenosom, temveĉ z olajšano 
difuzijo. Postavljeno teorijo bi lahko potrdili še z nadaljnjimi poskusi na astrocitih 
moţganske skorje. Celice bi lahko predhodno inkubirali s selektivnimi zaviralci OCT3 in 
EMT (kortikosteronom, tele-metil-histaminom (tMH), decinijem 22 in estradiolom) ter 
preverili, ali ti zmanjšajo privzem radioaktivno oznaĉenega [3H]-dopamina v astrocite 
novorojene podgane. Za toĉno doloĉanje vrste neselektivnega prenašalca (OCT 3, EMT, 
PMAT) bi lahko vzporedno na celicah preverili izraţanje gena za doloĉenega prenašalca s 
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pomoĉjo reakcije veriţnega pomnoţevanja RT-PCR (angl. Polymerase Chain Reaction), s 
katero bi ugotovili, ali astrociti novorojenih podgan vsebujejo informacijsko RNA mRNA 
(angl. messenger RNA) katerega izmed omenjenih prenašalcev. Vzporedno bi bilo smiselno 
narediti še prenos po Westernu in neposredno dokazati prisotnost prenašalcev. 
Ob primerjavi rezultatov naših raziskav privzema dopamina v astrocite moţganske skorje in 
nekaterih ţe objavljenih raziskav smo opazili variabilnost v rezultatih. Razlike v raziskavah 
bi lahko bile posledica razliĉnih pogojev v katerih se vzgajajo celiĉne kulture astrocitov 
moţganske skorje in plastiĉnosti ter heterogenosti le-teh. V prihodnjih raziskavah bi bilo 
smiselno ugotoviti, ĉe in kako razliĉni pogoji pri vzgajanju celiĉnih kultur astrocitov 
moţganske skorje vplivajo na izraţanje razliĉnih prenašalcev.  
Koncentracijsko odvisen privzem v astrocite, vzgojene iz striatuma, se razlikuje od 
koncentracijsko odvisnega privzema v moţganski skorji. Graf privzema dopamina v astrocite 
striatuma v višjih koncentracijah prehaja v plato. Iz grafa bi lahko sklepali, da se dopamin v 
striatumu v astrocite privzema z dvema razliĉnima prenašalcema. Ĉez skoraj celoten 
koncentracijski interval se dopamin prenaša s prenašalcem z veliko afiniteto (konstanto po 
Michaelisu in Maud Menten (Km) 175 nM in maksimalno hitrostjo privzema (Vmax) 24 
fmol/mg proteina/min), kar je lastnost, znaĉilna za aktivne prenašalce. Predpostavljamo, da se 
pri višjih koncentracijah (150 nM) kinetika privzema spremeni ter pri privzemu zaĉnejo 
sodelovati nizkoafinitetni prenašalci in olajšana difuzija. Toĉnih kinetiĉnih parametrov zaradi 
premalo podatkov in toĉk nismo mogli izraĉunati. Poskus z veĉ toĉkami na koncentracijskem 
intervalu od 100 nM in 200 nM bi bil smiseln za potrditev ali zavrnitev postavljene teorije ter 
za boljše definiranje lastnosti drugega prenašalca.  
Pri inkubaciji astrocitov, vzgojenih iz striatuma, smo ugotovili, da prihaja do najveĉjega 
zaviranja prenašalca DAT (aktivnega prenašalca) prav na intervalu, kjer smo tudi sami 
sklepali, da ima ta najveĉjo vlogo. Pri astrocitih iz striatuma je bil skoraj skozi celoten 
koncentracijski interval celokupni privzem odvisen od prisotnosti natrijevih ionov in od 
predinkubacije z ouabainom. To je ena izmed lastnosti aktivnega prenosa in potrjuje, da 
lahko privzem dopamina v astrocite iz striatuma posreduje prenašalec DAT. 
Ker selektivni zaviralci NET in DAT statistiĉno signifikantno zmanjšajo privzem dopamina v 
astrocite, to dokazuje, da se dopamin v astrocite prenaša z aktivnim prenosom. Tudi pri 
striatumu bi bilo smiselno dokazati prisotnost vseh omenjenih prenašalnih proteinov. Z RT-
PCR bi lahko preverili izraţanje mRNA DAT, NET,  OCT3, EMT in PMAT. Vzporedno pa 
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bi naredili še prenos po Westernu, s ĉimer bi še neposredno dokazali, da se ti proteini v celici 
izraţajo.   
Zadnji sklep je, da privzem [
3
H]-dopamina v astrocite moţganske skorje v fizioloških pogojih 
(pH 7,4) ni najoptimalnejši in da se ta uĉinkoviteje prenaša pri niţjem pH, ker je substrat 
prenašalca kationska oblika dopamina, katere je veĉ pri niţjem pH.  
Veliko raziskav je ţe dokazalo, da je vloga astrocitov kljuĉna za ohranjanje homeostaze CŢS. 
Prav tako so v raziskavah potrdili vlogo astrocitov pri ohranjanju ravnovesja dopamin v 
centralnem ţivĉnem sistemu, vendar pa so toĉen naĉin odstranjevanje dopamina iz sinaptiĉne 
špranje in toĉni mehanizmi privzema do današnjega dne ostali neznani. Poznavanje in 
razumevanje lahko prispeva k odkritju novih tarĉnih mest in razvoju novih terapij, ki bi lahko 
spodbujale boljšo kakovost ţivljenja bolnikov po vsem svetu. V okviru naših raziskav smo 
naredili osnovne poskuse, ki so lahko popotnica za nadaljnje raziskave. 
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